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Fortgesetzte Untersuchungen iiber die synthetischen F ahigkeiten 
der tierischen Zelle. Versuche itiber die Verwertung verschiedener 
Stickstoffquellen im Organismus des Hundes. 

Von 


Emil Abderhalden und Paul Hirsch. 











(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18, September 1912.) 







Wir haben die Versuche tiber die Verwertung verschieden- 
artiger Stickstoffquellen im Organismus des Hundes fortgesetzt. ') 
Einmal wurden Ammonsalze als einzige Stickstoffquelle verab- 
reicht, dann Harnstoff, ferner Gemische verschiedenartiger 
stickstoffhaltiger Substanzen: Acetamid, Benzamid, Gua- 
nidin, l-Tyrosin, d-Glutaminséure, ein Gemisch von 
Glykokoll und d-Alanin (als Aminoséuregemisch be- 
zeichnet), endlich verschiedene Ammonsalze: Ammonacetat, 
-phosphat, -valerianat, -lactat, -citrat, -tartrat. Die 
Versuchsanordnung ist in der folgenden Arbeit (Seite 21 dieses 
Bandes) genau geschildert, dort findet sich auch eine eingehende 
Besprechung der erhaltenen Resultate. Es seien hier deshalb 
nur diejenigen Fragestellungen hervorgehoben, die in den vor- 
hergehenden Arbeiten noch nicht mitgeteilt sind. 

Bei Versuch I versuchten wir einen Teil von in Form 
von Fleisch verabreichtem Stickstoff durch Ammonacetat zu 
ersetzen, resp. mit dieser Verbindung den Stickstoffstoffwechsel 
so zu beeinflussen, daf die Stickstoffbilanz trotz geringerer Stick- 
stoffzufuhr in Form von Fleisch annihernd gleich blieb. Wir 
teilen den Versuch mit, obgleich wir der Meinung sind, dah 
er die gestellte Frage aus verschiedenen Griinden nicht ein- 
deutig beantwortet. Er ist deshalb fiir unsere Fragestellung 
von allgemeiner Bedeutung, weil er zeigt, dai ohne Zweifel 





























1) Vgl. die Mitteilungen in dieser Zeitschrift, Bd. 78, S. 1; Bd. 80, 
S. 136 und 8. 160, 1912. 
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2 . Emil Abderhalden und Paul Hirsch, 


richtige Stickstoffretentionen vorhanden waren, die, sobald ein 
Hungertag eingeschaltet wurde, zur gesteigerten Stickstoffausfuhr 
fiihrten. So wurde am 21. Hungertag eine Stickstoffausschei- 
dung von 2,44 g und am 29. Tage eine solche von 4,71 g 
beobachtet. Wir werden die gestellte Frage mit anderer Ver- 
suchsanordnung wieder aufnehmen und vom Stickstoffminimum 


ausgehen. 

Versuch II wurde zur Priifung des Einflusses verschiedener 
Stickstoffquellen auf die Stickstoffbilanz angestellt. Vor allen 
Dingen wurde die Wirkung des Harnstoffes verfolgt. Grafe') 
gibt in seiner letzten Arbeit an, «daf sich anscheinend auch mit 
Harnstoff ein N-Gleichgewicht erzielen laBt». Die Belege zu 
dieser Feststellung sind allerdings noch nicht erschienen. Unsere 
Versuche ergeben keine Andeutung einer Sparwirkung. Auch mit 
den tibrigen stickstoffhaltigen Substanzen konnte die Stickstoff- 
bilanz nicht eindeutig beeinfluBt werden. Schien einmal eine 
Sparwirkung einzutreten, dann folgte bald eine stark erhéhte 
Stickstoffausscheidung. Erwaéhnt sei, daB manche der verfiitterten 
stickstoffhaltigen Substanzen keineswegs indifferent waren. Es 
seien einige Arbeiten angefiihrt, die sich mit der Wirkung der 
von uns verwendeten Substanzen beschaftigen. *) 


') E.Grafe, Weitere Mitteilungen iiber die Eiweifi sparende Wirkung 
verfiitterter Ammoniaksalze. Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 500, 1912. 

*) O. Schultzen u. M. Nencki, Die Vorstufen des Harnstoffs im 
tierischen Organismus. Zeitschrift fiir Biologie, Bd. 8, S. 124—146 (1872) 
(Acetamid unverandert im Harn). 

W. v. Knieriem, Beitrage zur Kenntnis der Bildung des Harn- 
stoffs im tierischen Organismus. Zeitschrift fiir Biologie, Bd. 10, S. 263 
bis 294 (1874). 

E. Salkowski, Uber den Vorgang der Harnstoffbildung im Tier- 


kérper und den Einfluf{ der Ammonsalze auf denselben. Diese Zeitschrift, 
Bd. 1, S. 1—59 (1877/78). 

E. Hallervorden, Uber das Verhalten des Ammoniaks im Orga- 
nismus und seine Beziehung zur Harnstoffbildung. Archiv fiir exp. Path. 
u. Pharm., Bd. 10, S. 125/146 (1878). 

E. Nebelthau, Uber die Wirkungsweise einiger aromatischer 
Amide und ihre Beeinflussung durch Einfiihrung der Methyl- oder Athyl- 
gruppe. Archiv fiir exp. Path. u. Pharm., Bd. 36, S. 451—466 (1895). 

E. Pommerrenig, Uber Guanidinzersetzung im Tierkérper. Bei- 
trage zur chem. Physiologie und Pathologie, Bd. 1, S. 561—566 (1902). 


























Uber die synthetischen Fahigkeiten der tierischen Zelle. 3 


Auch der Versuch an Hund VII 1a8t keine Anderung der 
Stickstoffbilanz nach Eingabe von Harnstoff im Sinne einer 
Retention erkennen, wiéhrend die Eingabe von Ammonacetat 
ohne Zweifel eine solche bewirkte. 

Der Versuch an Hund VIII zeigt unsere Bestrebungen, der 
von Grafe angenommenen Eiweifsynthese aus Ammonsalzen 
und anderen Stickstoffquellen und ferner Kohlenhydraten még- 
lichst giinstige Bedingungen zu schaffen. Die Stickstoffzufuhr 
war eine sehr erhebliche. Es gelang in keiner Weise, die 
Stickstoffbilanz zu einer positiven zu gestalten. Auch Stick- 
stoffgleichgewicht wurde nicht anniéhernd erreicht. Die Stick- 
stoffbilanz blieb im Gegenteil stark negativ und an den Hunger- 
tagen trat wiederholt eine uberraschend grofie Stickstoffaus- 
scheidung ein. Den giinstigsten EinfluB hatte ohne Zweifel 
auch hier das Ammonacetat. Uber die Bedeutung des zum 
Schlusse noch verabreichten Oryzanins unterrichtet die schon 
erwahnte Arbeit (dieser Band, Seite 52). 

Der an Hund IX ausgefiihrte Versuch demonstriert in sehr 
klarer Weise, dai es gelingt, das Kérpergewicht des Hundes 
ohne jede Stickstoffzufuhr langere Zeit annadhernd im Gleich- 
gewicht zu erhalten, wenn geniigend Kalorien zugefiihrt werden. 
Das Versuchstier verlor wahrend einer 21 Tage umfassenden, 
ganz stickstofffreien Periode nur 300 g, nachdem es 10 Tage 





J. H. Fiihrer, Die periphere Wirkung des Guanidins. Archiv fiir 
exp. Path. u. Pharm., Bd. 58, S. 1—49 (1908). 

C. Voit, Untersuchungen iiber die Ausscheidungswege der stick- 
stoffhaltigen Zersetzungsprodukte aus dem tierischen Organismus. Zeit- 
schrift fiir Biologie, Bd. 2, S. 6—77, 187—243 (1866). 

E. Heilner, Uber die steigernde Wirkung des subcutan einge- 
fihrten Harnstoffes auf den Eiweifstoffwechsel. Zeitschrift zur Biologie, 
Bd. 52, S. 216/235, 1910. 

Hermann Fiihner, Uber den Angriffsort der peripheren Guanidin- 
wirkung. Archiv fiir experim. Path. u. Pharm., Bd. 65, S. 401, 1911. 

N. Janney, Die Ammoniakausscheidung im menschlichen Harn 
bei Zufuhr von Harnstoff und Natron. Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 99 
bis 135 (1911/12). 

!! E. Grafe, Zur Frage der Eiweifisynthese bei Fiitterung von 
Ammoniaksalzen. Verhandl. des Deutschen Kongresses fiir innere Medizin. 


S. 507, 1912. 
1* 















4 Emil Abderhalden und Paul Hirsch, 


lang sein Gewicht nicht nur beibehalten, sondern sogar ver- 
mehrt hatte. Die Ammonacetatperiode zeigt eine gewisse 
Stickstoffretention. Der Versuch, Fleischstickstoff durch Ammon- 
acetat zu ersetzen, fiihrte zu einem negativen Ergebnis. 

Was die stickstofffreien Perioden anbelangt, so sei aus- 
driicklich hervorgehoben, daB die verabreichten Nahrungsstoffe 
stets auf Stickstoff untersucht wurden. Die Kohlenhydrate waren 
stickstofffrei. Der Speck enthielt ab und zu bis zu 0,2°/o 
Stickstoff. Selbstversténdlich wurde nur ganz undurchwachsener 
Speck angewandt und zu den stickstofffreien Perioden nur 
solcher verwandt, der einen Stickstoffgehalt bei der Analyse 
nicht ergab. Es bleibt bei solehen Bestimmungen nichts anderes 
iibrig, als viele Proben zu untersuchen. Die Verbrennung 
erofer Massen von Fett mit Kjeldahl-Schwefelséure ist sehr 
schwierig. Unsere Angaben, daf} das verfiitterte Fett stickstoff- 
frei war, besagen, dab jedenfalls der Gehalt an Stickstoff so gering 
war, daf wir mit der Kjeldahl-Methode ihn nicht nachweisen 
konnten. Wurde Fett verfiittert, das Stickstoff enthielt, dann 
ist dieser Stickstoffgehalt selbstversténdlich in Rechnung gesetzt. 

Der Speck enthalt nun hiéufig Salpeter. Diese Art der 
Stickstoffbindung wiirde bei der Feststellung des Stickstoff- 
gehaltes nach Kjeldahl dem Nachweis entgehen. Wir wahlten 
deshalb, um ganz sicher zu gehen, Speck, der frei von Sal- 
peter war. Diese Vorsichtsmafregel erwies sich als wichtig, 
weil Grafe folgende Mitteilung macht: «Erwéhnt sei nur noch 
zum Schluf, dab mit Salpeter (Natriumnitrat) angestellte Ver- 
suche in ziemlich analoger Weise ausfallen, so dafi also auch 
in dieser Richtung der Unterschied zwischen Tier- und Pflanzen- 
reich sich sehr stark verwischen diirfte.» Die Mitteilung der 
Belege zu dieser Behauptung stehen noch aus. Eigene Ver- 
suche ergaben bis jetzt eine vollstandig unverénderte, quanti- 
tative Ausscheidung des zugefiihrten Salpeterstickstoffs. Wir 
werden tiber diese Versuche demnichst ausfiihrlich berichten. 

Der eine von uns (A.) hat ferner gemeinsam mit Gins- 
berg Versuche begonnen, die feststellen sollten, ob einzelne 
Aminosiiuren imstande sind, als einzige Stickstoffquelle bei 
reichlicher Zufuhr von Kohlenhydraten und Fett die Stickstoff- 
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Uber die synthetischen Fahigkeiten der tierischen Zelle. 
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Uber die synthetischen Fahigkeiten der tierischen Zelle. 
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Uber die synthetischen Fahigkeiten der tierischen Zelle. 
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ber die synthetischen Fahigkeiten der tierischen Zelle. 
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20 _E. Abderhalden und P. Hirsch, Uber die tierische Zelle. 


bilanz giinstig zu beeinflussen. Der folgende Versuch zeigt, 
daB8 das nicht der Fall war. Die Versuche werden fortgesetzt. 

Wir ziehen aus unseren Versuchen den SchluB, 
dafS Ammonsalze und speziell das Ammonacetat bis- 
weilen die Stickstoffbilanz im Sinne einer Retention 
beeinflussen kénnen. Irgend eine Andeutung fiir die 
Annahme, daf die tierische Zelle aus Ammoniak und 
stickstofffreien Verbindungen (Kohlenhydraten etc.) 
EiweiB bilden kann, ist aus unseren Ergebnissen 
nicht zu entnehmen. 














Weiterer Beitrag zur Kenntnis der synthetischen Fahigkeiten 
der tierischen Zelle. Versuche dber die Verwertung ver- 
schiedenartiger Stickstoffquellen im Organismus des Hundes. 
Von 
Emil Abderhalden und Arno Ed. Lampé. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. September 1912.) 





Es unterliegt zurzeit keinem Zweifel mehr, dai der 
tierische Organismus seinen Bedarf an Nahrungsstoffen voll- 
stiindig decken kann, wenn ihm die anorganischen Bestand- 
teile als solche und die organischen in Form jener Substanzen 
verabreicht werden, die bei der Hydrolyse der kompliziert 
gebauten Nahrungsstoffe schlieSlich tbrig bleiben.') Es sind 
dies bei den Kohlenhydraten die Monosaccharide, bei den Fetten 
die Fettséuren und ein Alkohol, bei den Phosphatiden die 
gleichen Bestandteile nebst Phosphorsaéure und stickstoffhaltigen 
Basen, bei den Eiweifistoffen die Aminoséuren und endlich bei 
den Nucleoproteiden neben den aus den Eiweifikomponenten 
stammenden Aminoséiuren die Bausteine der Nucleinsauren: 
Phosphorsdure, Kohlenhydrat, Purin- und Pyrimidinbasen. Diese 
Feststellung, dafi an Stelle der kompliziert gebauten organi- 
schen Nahrungsstoffe die einfachsten Bausteine derselben 
geniigen und die tierische Zelle somit aus diesen die mannig- 
faltigsten Kohlenhydrate, Fette, Phosphatide, Eiweifstoffe, Nu- 
cleoproteide usw. aufbauen kann, ist durch ausgedehnte Stoff- 
wechselversuche des einen von uns (Abderhalden) tiber jeden 
Zweifel gesichert worden, nachdem vorher schon zahlreiche 
Versuche von Abderhalden und seinen Schiilern es sehr 





') Vgl. hierzu Emil Abderhalden, Synthese der Zellbausteine 
bei Pflanze und Tier. J. Springer, Berlin 1912. Hier ist die ein- 
schlagige Literatur mitgeteilt. 
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wahrscheinlich gemacht hatten, daf die einfachsten Bausteine 
geniigen. Entgegen der stets wieder auftauchenden Behaup- 
tung,') dai die Fihigkeit des tierischen Organismus, seinen 
EKiweifibedarf mit Aminosaéuren zu decken, durch O. Loewi 
bewiesen worden ist, sei ausdriicklich auf die Arbeit dieses 
Forschers hingewiesen und bemerkt, dafi Loewi erstens 
ein Pankreasautolysat verfiittert hat, das unzweifel- 
haft den gréften Teil der Aminosi&uren gebunden ent- 
hielt, und zweitens seine Versuche tiber so kurze 
Zeit ausgedehnt hat, daB nach den jetzigen Erfah- 
rungen auf dem Gebiete des Eiweifstoffwechsels die 
erhaltenen Resultate kaum als beweiskriaftig ange- 
sehen werden kinnen. Der erste Beweis einer Eiweifisynthese 
als solcher ist jenen Forschern zuzuschreiben, welche an Stelle 
von Eiweif Pepton gaben, vorausgesetzt, dai man deren Ver- 
suche als eindeutig anerkennt.?) 

Nachdem festgestellt worden war, daf der tierische Orga- 
nismus die Bausteine der Nahrungsstoffe verwerten und sicher 
zu mannigfaltigen Synthesen gebrauchen kann, war eine sichere 


') Aus der Fiille der den Tatsachen nicht gerecht werdenden Mit- 
teilungen seien zwei besonders irrefiihrende Angaben hervorgehoben. 
G. Buglia zitiert in seiner Arbeit «Untersuchungen itiber die biolo- 
gische Bedeutung und den Metabolismus der Eiweifstoffe, V. Mitteil. 
Untersuchungen iiber den Stoffwechsel bei jungen Hunden, die mit Fleisch 
und den Produkten der kiinstlichen Fleischverdauung gefiittert wurden» 
(Z. f. Biologie, Bd. 57, N. F. 39, S. 365 (366), 1912) O. Loewi als den 
ersten, der die Unentbehrlichkeit des Tryptophans festgestellt hat, trotz- 
dem meines Wissens Loewi sich nie mit diesem Probleme besch§aftigt 
hat. Hugo Fasal (Uber eine colorimetrische Methode der quantitativen 
Tryptophanbestimmung und iiber den Tryptophangehalt der Horngebilde 
und anderer Eiweifkérper. Biochemische Zeitschrift, Bd. 44, S. 392 (S. 400), 
1912) schreibt: «Aus den Untersuchungen von O. Loewi und insbeson- 
dere von Hopkins sowie E. Abderhalden und seinen Mitarbeitern 
geht hervor, dafS{ man mit dem Gemisch der Aminosiuren ebenso Stick- 
stoffgleichgewicht erreichen kann, wie mit Eiweif selbst.» Hopkins hat 
nie Versuche verdffentlicht, die sich mit der Verfiitterung von Amino- 
siiuregemischen beschiftigen. Ebenso unrichtig, wie diese Angaben, sind, 
wie schon betont, alle jene, in denen behauptet wird, O. Loewi habe 
bewiesen, daf Eiweif durch Aminoséuren ersetzt werden kénne. 

*) Vgl. hierzu E. Abderhalden, Synthese der Zellbausteine, 1. c. 
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Basis zur Priifung zahlreicher weiterer Fragestellungen gegeben. 
Man konnte nunmehr die Entbehrlichkeit resp. Unentbehrlich- 
keit fiir jeden einzelnen Baustein priifen. Ferner konnte man 
unentbehrliche Bausteine weiter abbauen und feststellen, ob 
Bruchstiicke davon gentigen, d. h. es war der Boden gelegt, 
um Schritt fiir Schritt zu erforschen, wo die Grenzen der syn- 
thetischen Fiahigkeiten der tierischen Zelle sich finden. Ist 
diese Grenze fiir einen bestimmten Organismus festgelegt, dann 
wird es von allergrofitem Interesse sein, zu priifen, wie andere 
Organismen sich verhalten. Viele Beobachtungen tiber die Er- 
nihrung der verschiedenartigsten Organismen weisen darauf 
hin, da offenbar recht bedeutende Unterschiede im Zellstoff- 
wechsel sich finden. Die Anpassung des gesamten Verdauungs- 
traktus mit EinschluS des Gebisses an bestimmte Nahrungs- 
arten war bisher der experimentellen Priifung der erwiihnten 
Fragestellungen sehr hinderlich. Kin Pflanzenfresser wird z. B. 
im allgemeinen nur sehr schwer zur Aufnahme von Fleisch 
zu bringen sein. Und noch viel schwerer ist es, einen reinen 
Fleischfresser mit Pflanzenkost zu ernaihren. Zu der Schwierig- 
keit der Aufnabme gesellen sich ungeniigender Abbau im 
Magendarmkanal infolge mangelnder Anpassung an die Natur 
der verabfolgten Nahrung. Der Fleischfresser wird z. B. Pflanzen- 
nahrung schlecht ausniitzen, weil er nicht auf Cellulose- 
verdauung eingerichtet ist. Es entgeht ihm nicht nur diese, 
sondern es sind den Fermenten seines Verdauungstraktus auch 
manche andere von Cellulose eingeschlossene Nahrungsstoffe 
unzugénglich. Dadurch, daf bewiesen worden ist, daf die ein- 
fachsten Bausteine zur Ernahrung und zum Wachstum auf 
lange Zeit hinaus gentigen, oder mit andern Worten, daf die 
Verdauung der Nahrung auferhalb des Organismus vollzogen 
werden kann, ist man in gewissen Grenzen von der Tierart unab- 
hingig geworden. Ein ganz gewaltiges Forschungsgebiet ist neu 
erschlossen worden. bBesonders interessant wird es sein, zu 
erforschen, aus welchen Griinden manche niederen Tiere auf 
eine auferordentlich eng begrenzte Nahrungsart angewiesen 
sind. Es sei z. B. an die Raupen erinnert, welche sehr oft 
nur eine einzige Pflanzenart als Nahrung beniitzen k6nnen. 











24 Emil Abderhalden und Arno Ed. Lampé, 


Sind hier anatomische Verhaltnisse ausschlaggebend oder ist 
der Organismus dieser Tiere auf bestimmte Verbindungen der 
betreffenden Pflanzenarten angewiesen? Der eine von uns 
(Abderhalden) hat bereits Versuche mit Raupen des Wolfs- 
milchschwiérmers begonnen. Vollstandig abgebante Wolfsmilch- 
pflanzen wurden als Futter gewahlt. Diese Art der Nahrung 
sollte dann durch die Abbauprodukte aus irgend einer anderen 
Pflanze und ferner durch Erepton ersetzt werden. Leider 
waren diese Versuche noch wenig erfolgreich, weil die Zufuhr 
der Nahrung auf grobe Schwierigkeiten st68t und die Raupen 
auferordentlich rasch zugrunde gehen, wenn die Nahrungs- 
zufuhr eine nicht gentigende ist. Die Versuche werden fort- 
gesetzt. 

Unsere Kenntnisse der synthetischen Fahigkeiten der 
tierischen Zellen schienen mit einem Schlage durch die Be- 
obachtung, daB die Verfiitterung von Ammonsalzen Stickstoff- 
retention hervorruft (Grafe und Schlapfer, Abderhalden 
und Hirsch und Lampé), eine ganz gewaltige Erweiterung 
zu erfahren. Grafe*) schloB aus seinen Versuchen, dab mit 
grOBter Wahrscheinlichkeit aus Ammoniak und Kohlenhydraten 
alle Aminoséuren von der tierischen Zelle synthetisch auf- 
gebaut werden kénnten. Auch Harnstoff halt Grafe fiir wahr- 
scheinlich ausreichend, um als einzige Stickstoffquelle den 
Eiweibstoffwechsel zu bestreiten. Ja, Grafe glaubt sogar, 
der tierischen Zelle die Fiahigkeit zuschreiben zu 
kénnen, Salpeter als Stickstoffquelle zu benutzen! 
Damit wiirde, was die Eiweifbildung anbelangt, die tierische 
Zelle sich der Pflanzenzelle gegeniiber ganz analog verhalten. 

Wir haben aus unseren Versuchsresultaten andere Schliisse 
gezogen als Grafe. Es gelingt ohne Zweifel in manchen Fallen, 
durch Zufuhr von Ammonsalzen die Stickstoffausscheidung 
herabzusetzen. Kine linger dauernde positive Bilanz haben 


') Vgl. E. Grafe, Weitere Mitteilungen iiber die Eiweifi sparende 
Wirkung verfiitterter Ammoniaksalze. Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 486, 
1912 und Zur Frage der Eiweifisynthese bei Fiitterung von Ammoniak- 
salzen. Verhandlungen des Deutschen Kongresses fiir innere Medizin. 


S. 507, 1912. 
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wir nicht beobachtet. Nur in einigen Fallen war sie voriiber- 
gehend positiv. Sie wurde jedoch dann nachtraglich um so 
stirker negativ. Wir neigen der Ansicht zu, daB die fest- 
gestellten Stickstoffretentionen in keiner direkten Beziehung 
zur Eiweifsynthese stehen. Wir haben keine Anhaltspunkte 
fiir die Annahme, daf der tierische Organismus aus Kohlen- 
hydraten die Geriiste fiir all die mannigfaltig gebauten Amino- 
siuren bildet und das verabreichte Ammoniak zur Aminierung 
benutzt. Eine derartige Annahme steht im Widerspruch mit 
den bisherigen Anschauungen iiber den Eiweifistoffwechsel, wie 
wir schon wiederholt betont haben. Wir halten es fiir richtiger, 
neue Beobachtungen in Einklang zu bringen mit bereits vor- 
liegenden Tatsachen, und erst dann das Alte zu stiirzen, wenn 
wirklich eindeutige Beobachtungen dazu berechtigen. 

Die nicht immer, aber wiederholt beobachteten Stickstoff- 
retentionen — unter diesen ist eine meist geringfiigige, selten 
erhebliche und andauernde Verminderung der Stickstoffausschei- 
dung gegeniiber den T'agen, an denen gleichartige stickstoff- 
freie Nahrung verabreicht wurde, zu verstehen — kénnen ein- 
mal als einfache Zuriickhaltung von Stickstoff in irgend einer 
nicht eiweibartigen Form gedeutet werden. In der Tat er- 
geben sich aus unseren Versuchen Anhaltspunkte dafiir, dal 
einfache Retentionen vorkamen, denn wiederholt folgte auf 
eingeschrankte Stickstoffausscheidung auf einmal eine sehr 
bedeutende. Der eine von uns (Abderhalden) hat von jeher 
davor gewarnt, den Stickstoffstoffwechsel mit dem Eiweif- 
stoffwechsel zu identifizieren. Schon die einfache vergleichende 
Betrachtung der Zusammensetzung der Nahrungseiweibstoffe 
und der Proteine der verschiedenartigen Korperzellen zeigt, 
daB der Eiweifstoffwechsel sich ganz sicher nicht in einheit- 
lichen, einformigen Bahnen vollzieht. Es wire verkehrt, die 
resorbierten Aminosiiuren nur in Beziehung zum Eiweib im 
engeren Sinne zu bringen. Nichts spricht dagegen, daf sie 
auch anderen Zwecken dienen. Wir wissen jetzt nach den 
Untersuchungen von Schulze und Engeland, dai die Amino- 
siuren in naher Beziehung zu AbkOmmlingen der Betaine stehen; 
ferner liefern manche Aminoséiuren das Ausgangsmaterial zur 
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Bildung von sog. inneren Sekreten. Unsere Bestrebungen miissen 
darauf gerichtet sein, den Eiweifbstoffwechsel im engeren Sinne 
von dem Stickstoffstoffwechsel im weiteren Sinne zu trennen. Es 
ist wohl denkbar, da der tierische Organismus zur Bildung be- 
stimmter Verbindungen — wir wissen mit Sicherheit, daB die 
tierische Zelle Glykokoll aufbaut. Dieses kommt als Baustein 
fiir betaine in Betracht — Ammoniak braucht. Im Hunger- 
zustand oder bei stickstofffreier Ernéhrung wird dieses Amino- 
siuren und Purinbasen entnommen. Fiihrt man_ kiinstlich 
Ammoniak zu, dann kénnte schon auf diesem Wege unter Um- 
stiinden Eiweifi gespart werden. Es sei auch nochmals an die 
Hypothese erinnert, nach der durch die Uberschwemmung des 
Organismus mit Ammoniak die Desaminierung von Aminosiiuren, 
die sich beim Abbau von Proteinen in den Korperzellen ge- 
bildet haben, hintangehalten resp. eingeschrénkt wird. Die 
Zelle konnte dann die verbleibenden Aminoséuren von neuem 
zum Aufbau von Eiweif verwenden. Es ist wohl nicht ganz 
richtig, wenn Grafe einen Monat spiter bei Erwéhnung der 
gleichen Hypothese bemerkt, dai wir uns der von ihm skiz- 
zierten Ansicht zuneigen. Es kénnte dies leicht den Anschein 
erwecken, als hiitten wir diese Ansicht von ihm tibernommen. 

Vergleicht man die von uns bis jetzt mitgeteilten Ver- 
suche mit den von Grafe und Schlapfer und dann von 
Grafe allein fortgefiihrten Versuchen, dann ergibt sich als 
Hauptdifferenz in den Resultaten, daf die Stickstoffbilanzen 
bei uns weniger giinstig sind, als bei Grafe. Grafe berichtet 
iiber liingere Perioden mit positiver Stickstoffbilanz nach Ver- 
-abreichung von Ammoncitrat als einziger Stickstoffquelle. Ver- 
-gleicht man die von Grafe verabreichten Kohlenhydratmengen 
mit den von uns gegebenen, dann ergibt sich, daB Grafe 
meist gréBere Mengen zugefiihrt hat. Man k6énnte der Ver- 
mutung Ausdruck geben, daf dieser Unterschied die Ursache 
unserer negativen Stickstoffbilanzen ist. Wir glauben nach 
unseren Beobachtungen kaum, daB ein Mangel an Kohlen- 
hydraten eine etwaige EiweiBsynthese verhindert oder einge- 
schrinkt hat. Wir konnten namlich einen deutlichen Einflub 
der verabreichten Kohlenhydratmenge auf die Stickstoffbilanz 
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nicht in eindeutiger Weise feststellen. Die verabreichten Mengen 
von Kohlenhydraten sind, wie namentlich auch die unten mit- 
geteilten Versuche ergeben, der absoluten Menge nach sehr be- 
trachtliche gewesen. Wir haben es im allgemeinen vorgezogen, 
mit Hilfe von Fett eine grofe Kalorienzufuhr zu bewerkstelligen. 
Kinmal wissen wir, dafi es mit vollstéindig abgebautem Fleisch 
und Fett allein gelingt, Stickstoffgleichgewicht herbeizufthren.') 
Ferner ergab ein friiher mitgeteilter Versuch (diese Zeitschrift, 
Bd. 78, S. 26 |1912), vgl. auch weiter unten Hund 5, S. 74), 
daf mit Fett allein die Stickstoffbilanz ebenso giinstig ausfiel, wie 
nach Zufuhr von viel Kohlenhydraten. Die Fettzufuhr wird von 
den Hunden im allgemeinen besser vertragen, als die Zufuhr von 
Kohlenhydraten. Wiihrend wir liingere Zeit ganz enorme Mengen 
von Fett ohne Stirung zur Aufnahme bringen konnten, trat 
nach reicher Kohlenhydratzufuhr Diarrh6e auf. 

Von besonderer Wichtigkeit scheinen uns unsere Ver- 
suche mit Gelatine zu sein. Es gelingt, diese dem Eiweif 
sleichwertig zu machen, wenn man ihr gleichzeitig die fehlenden 
Aminosauren zufiigt. Interessanterweise versagt die Gelatine, 
wenn man das ihr fehlende Aminosiiuregemisch liingere Zeit 
nach erfolgter Verabreichung derselben verfiittert (vgl. in der 
Zusammenstellung Versuch 4). Es waren somit bei den Gela- 
lineversuchen nur wenige Aminosiiuren aus Ammoniak und 
Kohlenhydraten aufzubauen, um die erstere vollwertig zu machen. 
Ks waren bei unseren Versuchen sicher reichlich genug Kohlen- 
hydrate zur Bildung der fehlenden Aminosiuren vorhanden. 

Wiirden weitere Versuche, die bereits im Gange sind, 
ergeben, dafi sich durch Steigerung der Kohlenhydratzufuhr bei 
Verabreichung eines Ammonsalzes als einziger Stickstoffquelle 
eine positive Stickstoffbilanz auf lingere Zeit hinaus erzielen 
laBt, dann wiirde das in Arbeit befindliche Problem einen 
spezielleren Charakter erhalten. Die allgemeinere Fragestellung 
lautet: Ist es méglich, den Stickstoffbedarf des Or- 


1) Emil Abderhalden, Emil Messner und Heinrich Wind- 
rath, Weiterer Beitrag zur Frage nach der Verwertung von tief abge- 
bautem Eiweif im tierischen Organismus. IX. Mitteil., Diese Zeitschrift, 
Bd. 59, S. 35, 1909. 
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ganismus durch Ammonsalze oder, noch allgemeiner, 
durch Stickstoff in anorganischer Bindung teilweise 
oder ganz zu decken? Eine griindliche Durcharbeitung 
dieser Fragestellung wird uns vielleicht den Anteil des Stick- 
stoffstoffwechsels enthillen, der zum eigentlichen Eiweifstoff- 
wechsel in keiner direkten Beziehung steht. 

Die speziellere Fragestellung wiirde lauten: Kann der 
tierische Organismus aus Ammonsalzen und_ be- 
stimmten stickstofffreien Substanzen Eiweif bilden? 
Dieses Problem zerfallt wiederum in 2 gesonderte Frage- 
stellungen : 

a) Ist der tierische Organismus ganz allgemein 
imstande, aus Ammoniak und stickstofffreien Sub- 
stanzen Aminosdéuren und daraus Proteine aufzu- 
bauen? Es wirden im bejahenden Falle die Versuche mit 
Ammonsalzen einen dem Organismus geléufigen Prozef ent- 
hiillen. Unsere bisherigen Vorstellungen iiber den Eiweifstoff- 
wechsel miiBten von Grund aus umgeandert werden. Es wiirde 
jene Hypothese an Boden gewinnen, nach der die vom Darm- 
kanal aufgenommenen Aminosiiuren sofort desaminiert werden. 
Der tierische Organismus wiirde in diesem Falle nicht die Amino- 
siuren als Bausteine tibernehmen, sondern das abgespaltene 
Ammoniak und den stickstofffreien Rest. Bisher wire diese Art 
des Ablaufs des Eiweifstoffwechsels uns verborgen geblieben, 
weil stets EiweiB oder direkte Abkémmlinge von diesem bis 
hinunter zu Aminoséuren verabreicht worden sind. Nun ist 
jedoch die Desaminierungstheorie durch keine einzige Be- 
obachtung einwandfrei gestiitzt. Vgl. hierzu unsere Arbeit diese 
Zeitschrift, Band 81, S. 473, und ferner die Mitteilungen von 
Folin und Denis, die in jener Arbeit erwéhnt sind. 

b) Bildet die tierische Zelle unter ganz besonderen 
Bedingungen aus Ammonacetat und stickstofffreien 
Substanzen Eiweifb? Es wire ja denkbar, daB die tierische 
Zelle unter ganz besonderen Bedingungen Leistungen aufweist, 
die ihr sonst fremd sind oder von ihr doch nicht fortwahrend 
ausgefiihrt werden. Diese besonderen Bedingungen waren, wenn 
wir die Versuche von Grafe als vollwertig anerkennen, in einer 
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starken Uberschwemmung des Organismus mit Zucker gegeben. 
Wir stehen einer solchen Annahme zurzeit sehr skeptisch gegen- 
iiber. Es fehlt bei den Versuchen von Grafe eine Feststellung 
von ausschlaggebender Bedeutung, namlich die Bestimmung des 
im Harn ausgeschiedenen Zuckers. Wir konnten wenigstens bei 
Steigerung der Kohlenhydratzufuhr Zucker im Harn nachweisen. 
Die einfache Angabe, dai so und soviel Gramm Kohlenhydrate 
zugefiihrt worden sind, geniigt nicht, wenn nicht gleichzeitig 
diejenige Menge an Kohlenhydrat bestimmt wird, die den Kérper 
unverindert verlibft. 

Wird bei einer bestimmten Fragestellung ein po- 
sitives Resultat erhalten, dann ist dieses immer héher 
zu bewerten als ein negatives, vorausgesetzt, daB die 
Versuche vollstindig einwandfrei und die gezogenen 
Schliisse eindeutig sind. Nun hat Grafe einen Versuch 
verOffentlicht, bei dem mehrfach wihrend laingerer Zeit eine 
positive Stickstoffbilanz eintrat, wenn er neben viel Kohlen- 
hydraten als einzige Stickstoffquelle Ammoncitrat gab. Grafe 
selbst ist geneigt, seine Versuchsresultate im Sinne einer Eiweib- 
synthese aus Ammoniak und stickstofffreien Produkten zu deuten, 
Da wir selbst, wie schon betont, bis jetzt keine analogen Re- 
sultate erhalten konnten, trotzdem wir nichts unversucht ge- 
lassen haben, um eine giinstigere Stickstoffbilanz zu erlangen, 
so ergab sich zunichst die Frage, ob nicht vielleicht in der 
Art der Durchfiihrung der Versuche Anhaltspunkte anzutreffen 
sind, die eine Erklarung fiir die giinstigeren Ergebnisse des 
Grafeschen Versuches ergeben. 

Bei genauer Durchsicht des von Grafe ausgefiihrten Ver- 
suches sind wir zu der Uberzeugung gelangt, da8 er nicht mit 
der Exaktheit durchgefiihrt worden ist, wie es jede, ganz be- 
sonders jedoch eine fundamental so wichtige Fragestellung 
erfordert hatte. Es seien folgende Punkte hervorgehoben: 

1. Es fehlt eine genaue Angabe iiber die Feststellung des 
Stickstoffgehaltes der Nahrung bei Eingabe von Ammonium- 
citrat. Die einzige Angabe tiber Ammoncitrat lautet: «auch bei 
dem organischen Praparat konnten wir tiber 3,53 g N taglich 
(entsprechend ca. 20 g Ammoniumcitrat) aus dem gleichen Grunde 
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nicht hinausgehen.» Aus dieser Angabe mufi man den Schluf 
ziehen, dafi das von Grafe verfiitterte Priiparat den fiir das 
Triammoniumsalz der Citronenséure berechneten Stickstoffwert 
hatte. Die Analyse des von Grafe verfiitterten Ammoniumsalzes 
ergab einen bedeutend niedrigeren Stickstoffwert. Er nimmt 
bei ein und demselben Priparate rasch ab, weil das Ammonium- 
citrat Wasser anzieht. Wiirde Grafe seine Stickstoffbilanz auf 
den von ihm angegebenen Stickstoffwert des Ammoniumcitrats 
bezogen haben, dann wiirden seine positiven Bilanzen ohne 
weiteres erklirt sein. Nun hat Grafe uns zu der Mitteilung 
ermiachtigt, dafi er das Ammoncitrat nicht in Substanz ver- 
abreicht hat, sondern sich stets eine Losung davon bereitete, 
deren Stickstoffgehalt er bestimmte. 

2. Grafe gibt an, dafi er die Nahrung in fliissiger Form 
verabreicht hat. Es ist dies ohne Zweifel die unzweckmabigste 
Fiitterung eines Hundes, denn nach unserer Erfahrung fressen 
sie am liebsten feste Nahrung. Weitere Schwierigkeiten er- 
gaben sich dadurch, daB die Laboratoriumsschwester, die mit 
der Fiitterung betraut war, schlieflich gezwungen war, das 
fliissige Futter aus der Hohlhand zu geben. Verluste diirften 
da wohl unvermeidlich gewesen sein. Es sei hierzu gleich be- 
merkt, daB wir selbst jeden einzelnen Versuch persOnlich in all 
seinen Kinzelheiten durchgefiihrt haben. Wenn auch die Fiitterung, 
das Reinigen des Kifigs usw. nicht gerade sehr anregende Be- 
schiiftigungen darstellen, so hat uns doch die Erfahrung gezeigt, 
wie wichtig es ist, dafi derartige Versuche unter strengster 
persOnlicher Kontrolle stehen. 

Unser Hauptbedenken richtet sich gegen die folgende Art 
der Aufstellung der Stickstoffbilanz: Grafe schreibt: «Der Hund 
bekam stets die Gesamtmenge vorgesetzt, der nicht immer ge- 
fressene Rest wurde, wenn er klein war, zum Futter des folgen- 
den Tages hinzugenommen, wenn er grofer war, zuriickgewogen 
und aus der Differenz zwischen Anfangs- und Endgewicht der 
stets gleichmabig durchgemischten Nahrung die Menge der auf- 
genommenen Kalorien und des aufgenommenen Stickstoffs be- 
stimmt.» Uns scheint diese Art der Berechnung eine sehr 
fehlerhafte zu sein. Hat Grafe, wie aus der zitierten Bemerkung 
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hervorgeht, das Futtergemisch auf einmal dem Tiere vorgesetzt, 
dann mute einmal im Laufe von 24 Stunden eine erhebliche 
Verdunstung eintreten. Wir haben uns ein Gemisch von Starke, 
Zucker, Butter, Ammoncitrat und wenig Wasser dargestellt und 
vefunden, daf 147 g davon bei 12 stiindigem Stehen bei ca. 12° 
schon 4 g an Gewicht verloren hatten. Betriachtlich war auch 
der Gewichtsverlust, als wir eine nach Art der Grafeschen 
Suppen bereitete Mischung stehen lieBen. 465 g verloren in 
12 Stunden 7 g an Gewicht. Ks lassen sich diese festgestellten 
Gewichtsabnahmen nicht ohne weiteres auf die Versuche von 
Grafe tibertragen. Sie diirften bei ihm viel gréfer gewesen 
sein, wenn der Futternapf in der sicher schon durch die An- 
wesenheit des Versuchshundes im Kiafig erhédhten Temperatur 
stand. Ferner wird die Nahrung sich ohne Zweifel bald ent- 
mischt haben, besonders das Fett sammelt sich an der Ober- 
fliche und wird vom Versuchstier wohl zuerst aufgenommen. 
Auch eine exakte Kalorienberechnung des Nahrungsrestes ist 
ausgeschlossen. 

Endlich ist es zweifelhaft, ob ein so heterogenes Gemisch 
sich derart mischen |aft, da’ die in einer Probe bestimmte 
Stickstoffmenge der Gesamtmenge des Futters proportional ist. 
Die folgenden Versuche, die wir probeweise angestellt haben, 
zeigen, daB die Mischung ohne Zweifel keine gleichmiibige war, 
trotzdem wir uns bemiihten, ein méglichst homogenes Gemisch 
zu erhalten. In den beiden ersten Fallen wurde erheblich mehr 
Stickstoff wiedergefunden, als zugesetzt war, wihrend beim 
letzten Versuch ein Mindergehalt von Stickstoff erhalten wurde. 
Da die Stickstoffbestimmungen sicher einwandfrei sind, sind die 
erhaltenen Differenzen nur dadurch erklirbar, daf der Stickstoff- 
gehalt der Proben nicht demjenigen der Gesamtmenge entsprach. 

Um Mifdeutungen vorzubeugen, sei bemerkt, dal wir die 
beiden erwéhnten hGheren Stickstoffwerte durch die stattge- 
fundene Konzentration zu erkliren versuchten. Der im 3. Falle 
jedoch gefundene Mindergehalt an Stickstoff spricht fiir eine 
verschiedene Verteilung desselben in dem Nahrungsgemisch. 
Wir wollen mit dieser Feststellung nicht in Zweifel ziehen, dab 
Grafe, wie er angibt, in verschiedenen Proben seiner Mischung 
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gleiche Werte gefunden hat. Uns kam nur darauf an, festzu- 
stellen, ob bei wiederholter Wegnahme von Teilen des Futter- 
gemisches — ein Vorgang, der bei der allmahlichen Aufnahme 
der Nahrung von seiten des Versuchstieres ebenfalls eintritt — 
in diesen Stickstoffmengen gefunden werden, die auf eine gleich- 
miaBige Verteilung wahrend des Stehens der Nahrung schliefen 
lassen. Noch eindringlicher zeigt die folgende Gegeniiberstellung, 
wie unsicher die Berechnung des Stickstoffgehaltes auf Grund 


des gewogenen Nahrungsrestes ist. 
Ft 














noe | N-Gehalt in g | N-Gehalt in g 
| berechnet gefunden 
1. weggenommener Teil 0,9133 1,1253 
' | 2. > > 0,6566 0,8091 
4 & + > 0,4604 0,6222 
| Rest 0,3396 0,3465 
1. weggenommener Teil 0,6711 0,7392 
I 2. > > 0,7130 0,8976 
3. » > 0,5242 0,7425 
= _______séRest 0,2167 0,2387 
1. weggenommener Teil 0,6777 0,6800 
nT 2. > > 0,6777 0,6664 
3. » > 0,6777 0,6358 
Rest 0,3389 0,2210 








160 g Starke, 40 g Zucker, 5 g Butter wurden durch die 
Klimaxmaschine getrieben. Zusatz von 50 ccm einer Ammonium- 
citratldsung, deren N-Gehalt 4,8°/o betrug, und von 50 ccm 
destillierten Wassers. In 1 g des gut durchmengten Gemisches 
wurden gefunden: 0,0091 g N. | 

Nach 1stiindigem Stehen wurden 121 g des Gemisches 
von der Oberfliiche her entfernt. N in 1 g: 0,0093 g. Demnach 
Gesamt-N-Gehalt des weggenommenen Gemischteiles: 1,1253 g. 

Nach 3stiindigem Stehen wurden weitere 87 g des Ge- 
misches entfernt. N in 1 g: 0,0093 g. Demnach Gesamt- 
N-Gehalt des weggenommenen Gemischteiles: 0,8091 g. 
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Nach 12 stiindigem Stehen wurde nochmals gewogen: Ab- 
nahme von 4 g. 

Entfernung von 61 g. N in 1 g = 0,0102 g. Demnach 
Gesamt-N-Gehalt: 0,6222 g. 

In 1 g des Restes, der 45 g wiegt: 0,0077 ¢ N. Demnach 
Gesamt-N-Gehalt: 0,3465 g. 

Summe des zugefiigten N = 2,4 g. 

Summe des gefundenen N = 2,9031 g. 


Il. 


160 g Starke, 40 g Zucker, 5g Butter wurden behandelt 
wie oben. Zusatz von 45 ccm einer Ammoniumcitratlésung, deren 
N-Gehalt 4,8°/o betrug, und von 50 cem destillierten Wassers. 
In 1 g des gut durchmengten Gemisches wurden gefunden: 
0,0077 g N. 

Nach 1stiindigem Stehen wurden 96 g des Gemisches von 
der Oberflache her entfernt. N in 1 g: 0,0077 g. Demnach 
Gesamt-N-Gehalt des weggenommenen Gemischteiles : 0,7392 g. 

Nach 3stiindigem Stehen wurden weitere 102 g des Ge- 
misches entfernt. N in 1g: 0,0088 g. Demnach Gesamt-N- 
Gehalt des weggenommenen Gemischteiles: 0,8976 g. 

Nach 12stiindigem Stehen wurde nochmals gewogen: Ab- 
nahme von 5 g. 

Entfernung von 75 g. N in 1g = 0,0099 g. Demnach 
Gesamt-N-Gehalt: 0,7428 g. 

In 1 g des Restes, der 31 g wiegt: 0,0077 g N. Demnach 
Gesamt-N-Gehalt : 0,2387 g. 

Summe des zugefiigten N = 2,16 g. 

Summe des gefundenen N = 2,618 g. 


III. 


160 g Starke, 40 g Zucker, 5 g Butter wurden behandelt wie 
oben. Zusatz von 50 ccm einer Ammoniumcitratiésung, deren 
N-Gehalt 4,8°/o betrug, und 550cem destillierten Wassers. In 5ecm 
des gut durchmengten Gemisches wurden gefunden: 0,0164 g N. 

Nach 1stiindigem Stehen wurden 170 ccm abgegossen. 
In 5 com 0,0200 g N. Demnach Gesamt-N-Gehalt des weg- 


genommenen Teiles: 0,68 g. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXII. 3 
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Nach 3stiindigem Stehen wurden weitere 170 ccm ab- 
gegossen. 

In 5 cem: 0,0196 g N. Demnach Gesamt-N-Gehalt des 
weggenommenen Teiles: 0,6664 g. 

Nach 12stiindigem Stehen wurde nochmals gewogen: Ab- 
nahme von 7 g. 

Ks wurden wieder 170 ccm abgegossen. 

In 5 cem: 0,0187 g N. Demnach Gesamt-N-Gehalt des 
weggenommenen Teiles: 0,6358 g. 

In 5eccm des Restes, der 85 ccm betragt: 0,0130 ¢ N. 
Demnach Gesamt-N-Gehalt des Restes: 0,221 g N. 

Summe des zugefiigten N — 2,4 g. 

Summe des gefundenen N = 2,2232 g. 

SchlieBlich kommt noch folgende, sehr ins Gewicht fallende 
Fehlerquelle in Frage: Abgesehen von der Konzentration durch 
Verdunstung kann in einem solch heterogenen Gemisch die 
schlieBliche Entmischung soweit gehen, dai haupts&chlich die 
F liissigkeit mit dem Ammoncitrat tibrigbleibt. Grafe berichtet 
von keiner direkten Riickbestimmung. 

In der ersten, gemeinsam mit Schlapfer verdffentlichten 
Mitteilung, in der die eine Hilfte des in der 2. Arbeit mit- 
geteilten Versuches bereits publiziert ist, findet sich tiber die 
Verfiitterung der Nahrung folgende Angabe: «Da eine stirkere 
Konzentration des Ammoniaks im Kérper die Ausscheidung des 
Salzes als Harnstoff bef6rdern muBbte, wurde die Nahrung (ge- 
wiirmt und fein emulgiert) tiber 15—16 Stunden verteilt in 
kleinen 2 stiindlichen Perioden gegeben.» Es war also die Fiitte- 
rungsart eine wesentlich andere als bei der Fortsetzung des 
Versuches (2. Mitteilung). Auch hier hiitte eine Riickbestimmung 
des tibriggebliebenen Stickstoffs jeden Zweifel an der Richtig- 
keit der gezogenen Stickstoffbilanz beseitigt. 

3. Ein weiterer nicht so schwer wiegender Einwand richtet 
sich gegen die summarische Stickstoffbestimmung im Kot. 
Girafe hat den Kot gesammelt und den gefundenen Stickstoff- 
gehalt iiber groBe Perioden verteilt. Man kann verschiedener 
Meinung iiber die Richtigkeit derartiger summarischer Verfahren 
sein, besonders wenn Durchfall und Erbrechen den Versuch 
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stiren. Auferordentlich tiberraschend ist zunichst der ganz un- 
gewohnlich niedrige Stickstoffgehalt des Kotes. 0,015, 0,020, 
0,0413, 0,109 g Stickstoff sind die Tageswerte bei Grafe. Man 
vergleiche hiermit die von uns gefundenen, sehr stark schwanken- 
den Kotstickstofizahlen. Es ist méglich, daf das von uns in 
groBer Menge verabreichte Fett die Resorption des eingegebenen 
Ammoniaks etwas herabgesetzt hat, doch kénnen wir kaum 
glauben, daf die zum Teil ganz gewaltigen Unterschiede zwischen 
den minimalen Kotstickstoffzahlen Grafes und den unseren 
nur auf die Art der Ernéhrung zuriickzufiihren sind. Wir halten 
moglichst tagliche Stickstoffanalysen des Kotes bei derartigen 
Versuchen deshalb fiir so sehr wichtig, weil schlieBlich stark 
schwankende Kotstickstoffwerte auch die Bilanz stark beein- 
flussen. Unter Umstiinden kann ein einziger Versuchstag mit 
hoher Kotstickstoffzahl einer ganzen Versuchsperiode ein anderes 
Aussehen geben. Es wird dies ganz besonders dann der Fall 
sein, wenn Diarrhden auftreten. Um Mifverstindnissen vor- 
zubeugen, sei betont, dafi bei den von Grafe gefundenen mini- 
malen Kotstickstoffzahlen die eben geaéuferten Bedenken stark 
zuriicktreten. 

Es seien zunichst die einzelnen Perioden in Grafes Ver- 
such, in denen er Ammoncitrat verabfolgte, besprochen. Eine 
Periode von 15 Tagen (eigentlich 18 Tage, 3 hat Grafe wegen 
Unsicherheiten gestrichen) ergab nach Grafe eine Plusbilanz 
von im ganzen 0,790 g N. 

Wir haben bei der Nachrechnung dieser wichtigen, weil 
einzigen einigermafen einwandfreien Periode das folgende Re- 
sultat erhalten: 

12.—29. Versuchstag (3 Tage von Grafe eliminiert, 
bleiben 15 Tage): 

Gesamt-N-Zufuhr: 33,1707 g (Grafe berechnet 33,208 g). 
Gesamt-N-Ausfuhr 32,603 g. 

Folglich in 15 Tagen 0,5677 g N retiniert. Es verbleiben 
fiir den einzelnen Tag +- 0,0371 g. 

Stellt man aus den Tabellen Grafes die plus- und minus- 
jilanzen einander gegeniiber, dann kommt man zu einer Stick- 
stoffretention von 0,590 g. Unter den positiven Bilanzen ist die- 


3* 
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jenige vom 25. Tag die gréfte. Sie findet sich an einem Tage, 
der die Bemerkung tragt: «Ein Teil der Nahrung erst am folgen- 
den Tag gefressen.» Es scheint auch Durchfall bestanden zu 
haben, denn es folgt die Bemerkung «Stuhl noch breiig» am 
folgenden Tage. Laft man die letzten 6 durch Zwischen- 
fille gestérten Versuchstage fort, dann verbleiben pro Tag: 
— 0,223 g N. 

Die erwihnte Periode enthalt tibrigens keine 15 aufein- 
ander folgenden gleichartigen Versuchstage. Sie zerfallt vielmehr 
unter Weglassung derjenigen Tage, die Grafe selbst nicht an- 
erkennt, in eine Periode von 4 Tagen, von 1 Tag und von 
10 Tagen, resp. von 4 Tagen, wenn man die letzten 6 Tage, 
die Stérungen aufweisen, weglabt. 

Die néchste Periode mit Ammoncitratfiitterung umfabt 
7 Tage. Hier wurden nun die Kalorienmenge und der Stick- 
stoffgehalt der aufgenommenen Nahrung aus der Gewichtsmenge 
des nicht gefressenen Futters berechnet. Wir haben schon er- 
wiihnt, daB die so berechneten Stickstoffbilanzen nicht einwand- 
frei sind. Die Stickstoffbilanz war bis auf einen Tag negativ. 
Das gleiche war in der die nachsten 23 Tage umfassenden 
Periode der Fall. Taglicher Stickstoffverlust 0,14 g. Bemerkt 
wird zu dieser Periode: Stuhl hiaufig durchfallig, oft tagelang 
keinen Stuhl. An keinem einzigen Tage hat das Versuchstier 
die Nahrung ganz aufgenommen. Ja, es scheint nicht einmal 
die Restnahrung genau gewogen worden zu sein, denn wir 
finden die Angabe: im Durchschnitt ea. 3/4 resp. 4/5 der friiheren 
Nahrung gefressen. Der Stickstoffbilanz ist somit ein ganz unkon- 
trollierbarer Wert, auf 4 Stellen genau angegeben, zugrunde 
gelegt. Diese Periode kommt ohne Zweifel als eine zu un- 
sichere nicht in Betracht. 

In der nun folgenden Periode mit Zufuhr von Ammon- 
citrat von 18 Tage Dauer hat Grafe die 3 ersten Tage selbst 
auBer Betracht gelassen, weil die Menge des aufgenommenen 
Stickstoffs zu unbestimmt war. Bei den nun folgenden 15 Tagen 
ist die Futtermenge wieder durch Feststellung des Gewichtes 
des verbliebenen Restes berechnet worden. Die Kalorienzufuhr 
ist durch das Wort «circa» als unsicher kenntlich gemacht. 
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Dieselbe Bezeichnung ware fiiglich auch fiir die Stickstoffzufuhr 
am Platze gewesen. Wir kénnen auch die in dieser Periode 
gezogene Stickstoffbilanz nicht als sicher festgestellt anerkennen. 
Die Zahl der Fehlerquellen war ohne Zweifel eine viel zu grofe. 

Es verbleibt somit nur eine Periode von 15 Tagen, die 
den Anforderungen, die man an einen Stoffwechselversuch 
unbedingt stellen muf, entspricht. Allerdings sind von diesen 
15 Tagen die letzten 6 teilweise durch Erbrechen, durch Diarrhée 
und mangelhaftes Fressen gestért. Unter Beriicksichtigung aller 
15, wie schon betont, nicht unmittelbar aufeinander folgenden 
Tage berechnet sich pro Tag eine Stickstoffbilanz von -+- 0,037 g. 
Man konnte somit annaherndes Stickstoffgleichgewicht annehmen. 

Wir haben unsere Versuche weiter fortgefiihrt. Es sei 
zunachst tiber die einzelnen Versuche berichtet. Die Versuchs- 
anordnung war in allen Fallen die gleiche. Die aufgenommene 
Stickstoffmenge wurde bestandig direkt festgestellt. Selbstver- 
stiindlich wurde, wie bei den friiheren Versuchen, der Stick- 
stoffgehalt der ,,stickstofffreien‘‘ Nahrungsstoffe immer wieder 
bestimmt. War der Stickstoffgehalt des Fettes ein erheblicher 
(0,15°/o), dann wurde das Fett nicht zur Fitterung verwendet. 
Wir benutzten nur Fett, das keine Durchwachsungen zeigte. 
In den meisten Fillen erwies sich dieses ausgesuchte Fett 
als vollkommen stickstofffrei. War Stickstoff gefunden worden, 
dann wurde er in Rechnung gesetzt. Fiir die stickstofffreien 
Perioden verwendeten wir Fett, das frei von Stickstoff war. Die 
gleichen Bemerkungen gelten fur die Butter. Diese enthielt meist 
geringe Mengen von Stickstoff. Der héchste Wert war 0,15°/o. 
Gewohnlich fanden wir nur 0,10°/o, wiederholt waren nur 
Spuren von Stickstoff nachzuweisen. Es ist klar, daB unsere 
Versuche (es gelten diese Bemerkungen fiir alle im hiesigen 
Institute angestellten Stoffwechselversuche) sehr kostspielig 
wurden. Von Kohlenhydraten wurden nur stickstofffreie Priipa- 
rate angewandt. Die stickstoffhaltigen Substanzen verabreich- 
ten wir, um jeden Verlust zu vermeiden, meistens in Gela- 
tinekapseln. Der Stickstoffgehalt dieser Kapseln wurde wieder- 
holt festgestellt. Es zeigte sich hierbei, dafi man das sehr 
verschiedene Gewicht der Kapseln beriicksichtigen mu. Kine 
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Berechnung des Stickstoffgehaltes der angewandten Kapseln 
auf Grund ihrer Anzahl wirde zu ganz falschen Ergebnissen 
fiihren. Wurde vom Futter etwas tibrig gelassen, dann stellten 
wir den Stickstoffgehalt des Restes durch direkte Bestimmung 
fest. Um Fehlerquellen, die durch die verschiedene Mischung 
der Restnahrung bedingt sein konnten, auszuschlieBen, wurde der 
ganze Kest mit Kjeldahl-Schwefelséiure in Lésung gebracht. 
Die gleiche Methode wurde auch dann angewandt, wenn der 
Kot aus irgendeinem Grunde (hoher Fettgehalt, Beimengung 
vieler Haare u.s.w.) sich nicht zu einem homogenen Gemisch 
verreiben lief. In diesen Fillen lésten wir den Gesamtkot 
in Kjeldahl-Schwefelséure und bestimmten dann in einem 
aliquoten Teil der abgemessenen Menge den Stickstoff. Wir 
haben wiederholt auch dann den Stickstoffgehalt des Kotes 
so festgestellt, wenn der trockene Kot sich gut pulvern 
lie}. Nur die groBe Zahl der zu verarbeitenden Kote verhin- 
derte eine allgemeine Durchfiihrung dieser Art der Stickstoff- 
bestimmung im Kote. Selbstversténdlich ist eine Trocknung 
des Kotes nicht notwendig, die Auflésung in Schwefelséure 
kann direkt erfolgen. Trat, was selten der Fall war, Erbrechen 
ein, dann wurde das Erbrochene gesammelt, der Kafiz pein- 
lich genau gesiéubert, und wenn der Versuch, die gesammelte 
Substanz nebst Spiilwasser zur Aufnahme zu bringen, mib- 
lang, dann wurde auch hier alles mit Kjeldahl-Schwefelsaéure 
verbrannt und der Stickstoffgehalt in einer abgemessenen 
Probe festgestellt. Da auf einmaliges Erbrechen oft Unlust 
zum Fressen eintrat und die zwangsweise Fiitterung sehr 
leicht zu Verlusten fiihrt, so haben wir wiederholt, um die 
Versuchstiere nicht zu verderben, Hungertage eingeschaltet. 
Das Gelingen derartiger Versuche hangt wesentlich von der 
Behandlung des Versuchstieres ab. Gelingt es, sich mit diesem 
in gute Beziehungen zu setzen, dann wird es in den meisten 
Fiillen die Nahrung gutwillig aufnehmen. Wir haben in frii- 
heren Versuchen wiederholt feststellen kOnnen, da ein 
Wechsel derjenigen Person, die das Versuchstier bediente, 
zur Folge hatte, daf es die vorgesetzte Nahrung verweigerte 
und auf zwangsweise Zufuhr mit Erbrechen antwortete. Der 
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Zur Kenutnis der synthetischen Fahigkeiten der tierischen Zelle. 1 


Hund ist fiir derartige Untersuchungen ohne Zweifel ganz 
ausgezeichnet geeignet, weil er leicht sehr reinlich gehalten 
werden kann. Bemerkt sei noch, da8 wir auch versucht haben, 
in der Restnahrung die Menge der stickstofffreien Substanzen 
(Kohlenhydrate und Fett) zu bestimmen. Doch war dieses Ver- 
fahren zu zeitraubend. Ubrigens war eine nicht vollstindige 
Nahrungsaufnahme recht selten. Auch durch Erbrechen und 
Diarrh6en wurden unsere Versuche sehr wenig gestért. Wir 
haben gefunden, dafi das Erbrechen viel weniger haufig ein- 
tritt, wenn dem Versuchstier nach der Aufnahme der festen 
Nahrung wenig oder gar kein Wasser verabreicht wird. Wir 
gaben den Versuchstieren das Wasser erst etwa 2 Stunden 
nach der Fiitterung. In einigen Fallen haben wir dem 
Erbrechen so vorgebeugt, da wir dem Versuchstiere die 
Schnauze fiir einige Zeit zubanden. In den meisten Fallen 
war diese Mafregel nicht notwendig. Die Hunde wurden 
bestindig beaufsichtigt, um bei eintretendem Erbrechen 
sofort eingreifen zu kénnen. Gelassener Kot wurde sofort 
aus dem K§afig fortgerféumt und der gelassene Harn immer 
gleich entfernt. Wir bezweckten mit dieser Mafinahme eine 
Verhiitung von Vermischung des Harns mit Erbrochenem oder 
diarrhoischem Kot. Diese Vorsicht erwies sich wiederholt 
als ntitzlich. Hervorgehoben sei noch, daB die Versuchstiere 
in geréumigen, vor mehreren Jahren nach eigenen Angaben 
konstruierten Kafigen sich befanden. Diese waren im luftigen 
Versuchszimmer aufgestellt. Den GenuB von Fliegen und der- 
gleichen verhinderten wir durch besondere Mafinahmen. 
Versuch 1 (Tabelle 1): Hund 1 (Miki). Das junge Ver- 
suchstier erhielt zunachst an 11 Tagen Ammonacetat. Dann 
folgte nach einem Hungertage eine Periode mit stickstoff- 
haltigen Substanzen mannigfaltiger Natur. Wir hofften, durch 
Kingabe von verschiedenartig gebundenem Stickstoff ein 
giinstigeres Ergebnis zu erzielen. Wir gaben Ammoniumacetat, 
Ammoniumphosphat, Ammoniumvalerianat, Palmitinsdureamid, 
Stearinsiureamid, Glutaminsaéure, Asparagin, Harnstoff. AuBer- 
dem erhielt das Versuchstier noch Gelatine in Form der 
Kapseln. Sie enthielten durchschnittlich 14,8°/o Stickstoff. Fiir 
4* 
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das Versuchstier war die verabreichte Mischung nicht indif- 
ferent. Es schlief viel und zeigte vor allem stark vermehrten 
SpeichelfluB. Das verfiitterte valeriansaure Ammon _ diirfte 
diese Erscheinungen bedingt haben. Die Stickstoffbilanz war 
stets negativ. Wir kommen auf die einzelnen Versuche bei 
der unten mitgeteilten Zusammenstellung zuriick. 

Versuch 2 (Tabelle 2): Hund 2 (Verbrecher). Dieses 
Versuchstier erhielt ebenfalls zunichst Ammoniumacetat und 
dann die bereits erwéhnten stickstoffhaltigen Substanzen. Hinzu 
kam noch in einigen Versuchen Benzamid, Acetamid und 
Betainchlorhydrat. Uber die erhaltenen Resultate orientiert 
auber der beifolgenden Tabelle die unten mitgeteilte Zusam- 
menstellung. Bei diesem Versuche haben wir noch ein weiteres 
Moment beriicksichtigt. Grafe hat bei seinen Versuchen 
Fleischextrakt verabreicht. Es war denkbar, dal dieser Um- 
stand einen giinstigen EinfluB8 auf die Stickstoffbilanz hatte. 
Dieser Gedanke dringte sich uns um so mehr auf, als in neuerer 
Zeit Stimmen laut geworden sind — Funk,!) Suzuki, 
Shimamura und Odake?) —, nach denen im Pflanzen- 
und Tierreich noch Substanzen unbekannter Natur sich finden, 
ohne die eine Ernihrung auf lange Zeit hinaus ganz unmdglich 
sein soll. Kine Spur dieser Substanzen soll ausreichen, um eine 
an und fiir sich unzureichende Nahrung vollwertig zu machen. 
Vor allen Dingen soll verloren gegangener Appetit rasch 
wiederkehren. Wir stehen diesen Angaben, die iibrigens nicht 
ganz neu sind, vorliufig noch skeptisch gegeniiber. Es fehlen 
iiberzeugende Versuche mit eingehender Verfolgung des Stoff- 
wechsels. Die Behauptung der genannten Autoren wiirde zu 
der Annahme zwingen, dafi der tierische Organismus aufer 


‘) Funk, Casimir, On the chemical natur of the substance which 
cures polyneuritis in birds induced by a diet of polished rice. The 
Journal of Physiology, Vol. XLII, 1911—1912. 

Funk, Casimir, The preparation from yeast and certain foodstuffs 
of the substance, the deficiency of which in diet occasions polyneuritis 
in birds. Journal of physiology, Vol. XLV, 1912. 

*) U. Suzuki, T. Shimamura und S. Odake, Uber Oxyzanin, 
ein Bestandteil der Reiskleie und seine physiologische Bedeutung. Bio- 
chemische Zeitschrift, Bd. 43, S. 89, 1912. 
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den bekannten Nahrungsstoffen, resp. deren Bausteinen, noch 
Substanzen ganz besonderer Art bedarf, die er aus den ge- 
nannten Nahrungsstoffen nicht zu bilden vermag. Eine der- 
artige Feststellung wire an und fir sich von hervorragender 
Bedeutung, denn sie wiirde ergeben, dafi in unseren Kennt- 
nissen des Stoffwechsels des tierischen Organismus noch be- 
deutende Liicken existieren. Funk hebt hervor, da’ der 
SchluB des einen von uns (Abderhalden), wonach durch 
Zuriickftihrung des Problems der kiinstlichen Darstellung der 
organischen Nahrungsstoffe auf diejenige der einfachsten 
Bausteine dieses als gelést zu betrachten ist, durch den 
Nachweis von Substanzen (oder vielleicht sogar auch nur eines 
Korpers), die die Nahrung erst vollwertig machen sollen, ver- 
friiht sei. Funk tibersieht dabei, daB das Wesentliche der ge- 
nannten Feststellung darin zu suchen ist, dafi es gegliickt ist, 
Tiere mit den Bausteinen der Nahrungsstoffe lange Zeit nicht 
nur am Leben zu erhalten, sondern sogar eine sehr erheb- 
liche Gewichtszunahme zu erzielen. Sollte es sich nun auch 
herausstellen, dafi ein Stoff ganz besonderer Natur notwendig 
ist (dieser soll auch in dem verfiitterten abgebauten Fleisch 
enthalten sein), um den Stoffwechsel aufrecht zu erhalten, so 
ware es ja sicher nur eine Frage der Zeit, auch diesen KOrper, 
der recht einfacher Natur zu sein scheint, synthetisch dar- 
zustellen. Im Prinzip wird an der gemachten Feststellung 
nichts geindert. 

Wir wissen, dai der tierische Organismus aus den 
Nahrungsstoffen alle méglichen, uns zum groBen Teil noch ganz 
unbekannten Stoffe bildet. Es sei nur an die Fermente, an die 
Stoffe der inneren Sekretion usw. erinnert. Sollten diese 
Verbindungen in ihrer Entstehung von einem Baumaterial be- 
sonderer Natur abhingig sein, das vom Pflanzenreich tiber- 
nommen und dann von Tier zu Tier bei den Fleischfressern iiber- 
tragen wird? Sollte die synthetische Fahigkeit der tierischen 
Zellen hier eine Grenze haben? 

Bemerkenswert scheinen uns vor allen Dingen die Ver- 
suche an Hunden, die von den japanischen Forschern mitge- 
teilt werden. Sie fiitterten Hunde (3) mit dem mit Alkohol 








54 Emil Abderhalden und Arno Ed. Lampé, 


erschépften Riickstand von Pferdefleisch und gekochtem Reis. 
Dazu gaben sie etwas Kochsalz. Nach 3 Wochen verweigerte 
in dem einen Falle der Hund die Nahrung. Er lebte dann 
eine Woche lang fast nur von Wasser. Das Versuchstier 
hatte nunmehr 670 g an Korpergewicht verloren. Es war ganz 
ermattet und ware nach den Angaben der Autoren nach 
2-3 Tagen gestorben. Nun gaben sie 3 g eines alkoholischen 
Extraktes von Kleie. Die EBlust nahm zu, das Koérpergewicht 
stieg an. Nach Aufhéren der Zugabe des erwahnten Extraktes 
— die wirksame Substanz wird von den Autoren ,,Oryzanin‘ 
genannt — _ stieg das K6rpergewicht noch weiter, um dann 
wieder abzufallen. Vergleicht man mit dieser Darstellung die 
Beobachtungen, die wir selbst an Hunden gemacht haben, die 
entweder hungerten oder stickstofffreie Nahrung erhielten oder 
endlich Ammonsalze aufnahmen, dann fallt in erster Linie 
die Mitteilung der japanischen Autoren auf, dai ihre Ver- 
suchstiere, und speziell der erwahnte Hund, schon nach einem 
auBerodentlich geringen Verlust an K6rpergewicht sich elend 
fiihlten, ja sogar dem Tode nahe waren. Unsere Versuchs- 
tiere waren im allgemeinen nach viel gréferen Gewichtsver- 
lusten und nach viel mehr Tagen ganz munter, ohne dab 
Oryzanin oder eine ahnliche Substanz zugefiihrt worden wire. ') 
Die Versuchsprotokolle der japanischen Forscher erwecken 
nicht den Eindruck, als wire die Nahrung infolge Mangels 
einer lebenswichtigen Substanz ungeniigend gewesen. Das 
Verhalten der Tiere steht eher mit der Annahme im Einklang, 
daf eine Giftwirkung irgendwelcher Art vorlag. Es darf nicht tiber- 
sehen werden, dafi die lang andauernde Einwirkung von sie- 
dendem Alkohol alle méglichen Veranderungen der Nahrung 
hervorrufen kann. Ferner entzieht der Alkohol wichtige Nah- 
rungsstoffe mit ihren Bausteinen, wie Kohlenhydrate, Fette, 
Phosphatide. Besonders die letzteren diirften sich einer lang 
dauernden Einwirkung von Alkohol gegenitiber nicht indiffe- 
rent verhalten. 


') Es sei zu diesem Probleme auch auf die Arbeiten von Thomas 
B. Osborne und Lafayette B. Mendel und Edna L. Ferry (diese 
Zeitschrift, Bd. 80, S. 307, 1912) verwiesen. 
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Wir haben Versuche in Angriff genommen, um festzu- 
stellen, ob durch Alkoholextraktion Nahrungsmittel so ver- 
iindert werden, daf} sie ihren vollen Wert einbiifen. Wir 
extrahierten 5 kg Reiskleie mit absolutem Alkohol nach fol- 
gendem Verfahren: je 300 g Kleie wurden mit 1—1!/21 Alkohol 
absolut. 3 Stunden lang am RiickfluBkiihler gekocht. Nach 
dieser Zeit wurde heifi abgenutscht und der Riickstand noch- 
mals mit 1—1!/2 ] kochendem absoluten Alkohol 3 Stunden lang 
extrahiert. Diese Operation wurde ein 3. und 4. Mal wieder- 
holt. Die Alkoholmengen mit den Extraktivstoffen wurden ver- 
einigt und bei vermindertem Druck und niederer Temperatur ein- 
gedampft, bis ein alkoholfreier, dickbrauner Sirup verblieb. 
Dieser wurde mit mdglichst wenig Wasser aufgenommen und 
filtriert. Das Filtrat wurde zu der Verfiitterung verwandt. 

Wir haben somit offenbar die Reiskleie ausgiebiger mit 
Alkohol, als die japanischen Autoren angeben, extrahiert. Die 
wasserige Lésung des alkoholischen Extraktes ergab, nach van 
Slyke bestimmt, etwa 10°/o des Gesamtstickstoffes an Amino- 
stickstoff. Die Lodsung gab beim Kochen mit Triketohydrinden- 
hydrat eine sehr starke Blaufiirbung. Es miissen somit Sub- 
stanzen in Lésung gegangen sein, die in a-Stellung zur Car- 
boxylgruppe eine Aminogruppe besitzen. 

Mit dem mit Alkohol erschépften Materiale fiitterten wir 
ein Kaninchen. Es ist zurzeit tiber 5 Wochen im Versuche. 
Sein Appetit ist ein auffallend reger. Es beginnt, wenn ihm 
das Futter vorgesetzt wird, sofort lebhaft uud gierig zu 
fressen. Nach einiger Zeit hort es mit der Futteraufnahme 
auf und beginnt, die Nahrung aus dem GefaB zu scharren. 
Man gewinnt den Eindruck, als ob die ausgekochte Kleie ihm 
nicht schmecke. Das Versuchstier hat im Vergleich zu einem 
Kontrolltier, das nicht ausgekochte Kleie erhielt, mehr an 
Gewicht verloren. Wir fiihren das zunéchst auf die sicher 
nicht vollwertige Nahrung zuriick — mit dem Alkohol werden, 
wie schon erwahnt, Kohlenhydrate, Fette, Phosphatide und 
deren Bausteine (die japanischen Autoren haben unter anderen 
Cholin und Traubenzucker aufgefunden) entfernt —, ferner 
war die Nahrungsaufnahme eine ungenitigende. Wir haben ver- 
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64 Emil Abderhalden und Arno Ed. Lampé, 





Hund IV (s. pie 


Dure hschnittszahl der verfiitterten Kalorjey 


i 


X- 
A! 





absolut pro kg Korpergew, 





Durchschnittliche Nahrung 
Kohlen- Kohlen- 
peut Koblen Summe |F W hydrate Sumne 


‘ 





j } 
30 g abgebautes Rindfleisch, 30 g Fett, 25 g Rohr- [ong) og- | - a ee 
zucker, 25 g Traubenzucker, 5 g Knochenasche 279; 205 | 484 34,9) 25,4 | 60, 


.) . . ‘ ay 1 
30 g abgebautes Rindfleisch, 30 g Glycerin-Fettsaure- | 
remisch, 2 g Cholesterin, 25 g T zucker, 25 Sloeqi onr ae | : 
ae Mae pe eis 8 raubenzuc mic 81979 205 484 134 | 25 5Y 
Invertzucker, 2 g Natriumcarbonat, 0,1 g Eisenchlorid, | 

1 g Natriumphosphat, 5 g Knochenasche 


35g abgebautes Casein + 3 g abgebaute rete 4. | | | 
30 g Glycerin-Fettséiuregemisch, 2 g Cholesterin, 25 gj, one. aol <¢ | pop 
Traubenzucker, 2! 5 g Invertzucker, 2 ¢ Natriumcarbonat, 279) 205 | 484 33,8) 24,8 = 
0, 1g Eisenchlorid, 1g Natriumphosphat, 5 g Knochenasche | | 


32,5 g abgebaute Milch, 3 g abgebaute Nucleinsaure, | 
30. g (i lycerin-Fettséuregemisch, 2 g Cholesterin, 25 glj-9} op ¢ 2 | rey 
Traubenzucker, 23 5g Invertzucker, 2 ¢ Natriumcarbonat, p|249| 205 484 33,1) 24,3 | _ 
0.1g Kisenchlorid, { ¢ Natriumphosphat, 5g Knochenasche | 


36 g abgebautes Elereiweifi, 3g abgebaute Nucleinsaure, | | 
30 g Glycerin-Fettséuregemisch, 2 g Cholesterin, 25 glon¢ . ; 

ry = Y e 9 y ~ 4 32 g x 0 | 
lraubenzucker, 25g Invertzucker, 2 g Natriumcarbonat, Bio) 20 184 82,9) 24,1 | 9% | 
(), 1g Kisenchlorid, 1g Natriumphosphat, 5 g Knochenasche 


28 ¢ abgebautes Gliadin, 3 g epee Nucleinsaure, | 

30 g Glycerin-F etisiuregemisc h, 2 g Cholesterin, 25 gona) onp- — | =e 
Traubenzucke r, 25 g Invertzucker, 1g g Natriumphosphat, 279) 205 | 484 133,5) 24,6 | 98 
0. 1g Kisenchlorid, 2¢Natriumearbonat, 5g Knochenasche 


28 g abgebautes Gliadin -;- 5,2 g Lysincarbonat, 3 g ab- 

gebaute Nucleinsadure, i Glycerin- Fettséuregemisch, 

2 ¢ Cholesterin, 25 g Traubenzucker, 25 g Invertzucker,J279} 205 | 484 [34 | 25 | 49 

2 g Natriumearbonat, 0,1 g Eisenchlorid, 1 g Natrium- 
phosphat, 5 g Knochenasche 





30g abgebautes Pferdefleisch, 5g abgebaute Nucleinsaure, 
30 g Glycerin-Fettséuregemisch, 2 g Cholesterin, 25 gf, — . 
Traubenzucker, 25 g Invertzucker, 2 g Natriumcarbonat, 279) 205 | 484 |33,9) 24,9 
O,1g Kisenchlorid, { y Natriumphosphat, 5 g Knochenasche 





Qs 
[oe] 
foo) 


32g abgebautes Rindfleisch, 3 g abgebaute Nucleinsaure, 
'0°g Glycerin- Fettsduregemisch, 2 g Cholesterin, 25 glonq)_ on- P Am 6 

Traubenzuc ker, 25 g Invertzucker, 2 g Natriumcarbonat, 279) 205 484 33,2) 24,4 ; ne 
O,1g Kisene hlorid, 1g Natriumphosphat, 5 g Knochenasche 


21 ¢ abgebautes Rindfleisch, 3g abgebaute Nucleinsaure, 
30 g Glycerin-Fettsiuregemisch, 2 g Cholesterin, 25 g ‘ 56.71 
Traubenzucker, 25 g Invertzucker, 2¢g Natriumearbonat, 279) 205 | 484 [82,7 24 aaa 
0,1g Eisenchlorid, 1g Natriumphosphat, 5g Knochenasche 


I8g abgebautes Pferdeblut, 3 g abgebaute Nucleinsaure, 
30 g Glycerin-Fettsiuregemisch, 2 g Cholesterin, 25 g . 

Traubenzucker, 25 g Invertzucker, 2 g Natriumcarbonat, 279, 205 | 484 (31,7) 23,3 
0,1g Eisenchlorid, 1g Natriumphosphat, 5g Knochenasche 


or 
wr 
































Dies 


aloriep 


brew 


Summ: 


604 


DSA 








Zur Kenntnis der synthetischen Fabigkeiten der tierischen Zelle. 


6D 


schrift, Bd. 77, Heft 1, S. 45—48). 


Durchschnittlicher 
\.Gehalt der Nahrung 


Am- 


piak-| 


N 





Amino- 


N 


| Summe 
{ 


An- 
zahl 
der 
Tage 


Mittel- 
wert 
der 
N-Bilanz 


Mittelwert der N-Bilanz 
bei annahernd gleichartiger Nahrung 





Nahrung N-Bilanz 








3,52 





3,52 


3,52 


3,50 





3,83 


3,50 








J 


6 


Sc 


6 


9 


+- 0,276 


-+- 0,35 


+. 0,147 


+. 0,237 


+ 0,123 


— 0,313 


— 0,267 


+ 0,71 


+ 0,89 


| 


abgebautes Rindfleisch, Fett- resp. Glycerin-| 
Fettsiuregemisch, Traubenzucker, Rohr- resp., 0.313 
Invertzucker, Natriumsalze, Eisencblorid, [r sais 

Knochenasche | 

| 





abgebautes Casein ++ abgebaute Nucleinsiure,| 
Traubenzucker, Invertzucker, Glycerin- | , 0.147 
Fettséuregemisch, Cholesterin, Natriumsalze, ' 

kisenchlorid, Knochenasche 


abgebaute Milch, abgebaute Nucleinsiure, | 

Glycerin-Fettsduregemisch, Cholesterin, | | 9 937 

Traubenzucker, Invertzucker, Natriumsalze, | ' ~’*"* 
Eisenchlorid, Knochenasche | 


abgebautes Eiereiweif, abgebaute Nucleinsdure, 
Glycerin-Fettsiuregemisch, Cholesterin, 40.123 
Traubenzucker, Invertzucker, Natriumsalze, ir 0,12: 
Eisenchlorid, Knochenasche 
abgebautes Gliadin, abgebaute Nucleinsaure, 
Glycerin-Fettsiuregemisch, Cholesterin, | 0.313 
Traubenzucker, Invertzucker, Natriumsalze, 
Eisenchlorid, Knochenasche | 
abgebautes Gliadin + Lysincarbonat, abgebaute 
Nucleinséure, Glycerin-Fettséuregemisch, | 0). 267 
Cholesterin, Traubenzucker, Invertzucker, == ~~’ 
Natriumsalze, Eisenchlorid, Knochenasche 


abgebautes Pferdefleisch, abgebaute Nuclein- | 
siure, Glycerin-Fettséuregemisch, Cholesterin, 0.425 
Traubenzucker, Invertzucker, Natriumsalze, [+ _— 

Eisenchlorid, Knochenasche 


| 


abgebautes Rindfleisch, abgebaute Nuclein- | 

sdure, Glycerin-Fettséuregemisch, Cholesterin, 4- 0,731 

Traubenzucker, Invertzucker, Natriumsalze | 
Eisenchlorid, Knochenasche 


} 
| 





abgebautes Pferdeblut, abgebaute Nucleinsdure, 
Glycerin-Fettséuregemisch, Cholesterin, |) _ 9 gq 
Traubenzucker, Invertzucker, Natriumsalze, |" ’” 








Eisenchlorid, Knochenasche 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXIL. d 
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Hund 
(s. Diese Zeitschris 


ee TT SS ————————rereasnnsnsaea_a@xXxXvX—X—avoeE 
Durchschnittszahl der verfiitterten Kaloriea} 








Durchschnittliche Nahrung _ _—= — ad 
~ r 

ohlen- | Kohlen-| 

. F | 

Pett nydrate Summe “hydra tel umm 





| 
22 g abgebautes Hundefleisch -+- 2 g abgebaute Nuclein- | 
siiure, 50 g Glycerin-Fettsduregemisch, 2 g Cholesterin.465, 205 | 670 56,4; 24,8 | 812) 


50 g Traubenzucker, Salzzulage, 5 g Knochenasche 


20 g abgebautes Hundefleisch, das mit Tetrachlor- 
kohlenstoff ausgekocht worden war, bevor die Verdauung 
eingeleitet wurde, -+ 2 g abgebaute Nucleinsiure, 50 g}- 205 | 670 56,3) 24.8 | 811) 

Glycerin-Fettsiuregemisch, 2 g Cholesterin, 50 g 

Traubenzucker, Salzzulage, 5 g Knochenasche 


_~ 
o> 
or 





25g abgebautes Pferdefleisch, 2g abgebaute Nucleinsdure, 








50 g Glycerin-Fettsiuregemisch, 2 g Cholesterin, 465) 205 | 670 ]56,3} 24,8 | 81 
50 g Traubenzucker, Salzzulage, 5 g Knochenasche 
| 
24g abgebautes Pferdeblut, 2 g abgebaute Nucleinsdure, | 
50 g Glycerin-Fettséuregemisch, 2 g Cholesterin, [465) 205 | 670 [56 | 24,7 | 807) 


50 g¢ Traubenzucker, Salzzulage, 5 g Knochenasche 


| 

| 

25 g abgebautes Rindfleisch mit absolutem Alkohol | 
extrahiert, 2 g abgebaute Nucleinsdure, 50 g Glycerin-|,p- ee | ona | Q()7 
Fettséuregemisch, 2 g Cholesterin, 50 g Traubenzucker, 465) 205 670 [56 | 24,7 ” 

Salzzulage, 5 g Knochenasche | 

| 

| 


22 g abgebaute Milch, 2 g abgebaute Nucleinsaure, | 
50 g Glycerin-Fettséuregemisch, 2 g Cholesterin, [465| 205 | 670 [56,3 24,8 | 811 
50 g Traubenzucker, Salzzulage, 5 g Knochenasche 


IS g abgebautes Casein, 2 g abgebaute Nucleinsaure, 


50 g Glycerin-Fettsauregemisch, 2 g Cholesterin, [|465| 205 | 670 [56 | 24,7 80,7 J 
50 g Traubenzucker, Salzzulage, 5 g Knochenasche 
22 ¢ Casein — Tryptophan, 2 g abgebaute Nucleinsdure, ; 
50 g Glycerin-Fettsiuregemisch, 2 g Cholesterin, [465) 205 | 670 [56,6) 24,9 | 81) 


50 g Traubenzucker, Salzzulage, 5 g Knochenasche 


20 g Casein + Tryptophan, 2 g abgebaute Nucleinsaure, 
50 g Glycerin-Fettséuregemisch, 2 g Cholesterin, [465) 205 | 670 [57,1 
50 g Traubenzucker, Salzzulage, 5 g Knochenasche 


25 g vollwertiges Aminosduregemisch, 2 g abgebaute ot 
Nucleinsiiure, 50g Glycerin-Fettsiuregemisch, 2 g Chole-/465| 205 | 670 |56,7) 2 


sterin, 50g Traubenzucker, Salzzulage, 5g Knochenasche 


25g abgebautes Rindfleisch, 2g abgebaute Nucleinsaure, | - 
50 g Glycerin- Fettsiuregemisc h, 2g Cholesterin, [465) 205 | 670 Bb 24,9 | 819 


50 g Traubenzucker, Salzzulage, 5 g Knochenasche 























Hund 


ischrifi 


Xaloriey 


ergew H 


| 


Summ! 





81.5 


iy 









pniak- 









Durchschnittlicher 
Gehalt der Nahrung 


Amino 


> 


|Summe 


' 


An- 
zahl 
der 


Tage 


Zur Kenntnis der synthetischen Fahigkeiten der tierischen Zelle. 


Heft 1, S. 49—52). 


Mittel- 
wert 
der 
N-Bilanz 


a 
~] 


( 





Mittelwert der N-Bilanz 


bei annahernd gleichartiger Nahrung 


Nahrung N-Bilanz 





2,50 











2,50 


2,01 


2,50 


2,52 


251 


| 3,47 








ba | 


6 


6 


+. 0,194 


+ 0,173 


+ 0,204 


+ 0,093 


+. 0,228 


+- 0,119 


— 0,833 


— 0,1416 


+ 0,08 


-+- 0,168 





abgebautes Hundefleisch -+- abgebaute Nuclein-| 
siure, Glycerin-Fettsauregemisch, Cholesterin, -+- 0,191 
Traubenzucker, Salzzulage, Knochenasche | 


abgebautes Hundefleisch, das mit Tetrachlor-| 
kohlenstoff ausgekocht worden war, bevor die 
Verdauung eingeleitet wurde, abgebaute Nuclein- + 0,173 
siure, Glycerin - Fettsduregemisch, Chole- 
sterin, Traubenzucker,Salzzulage, Knochenasche| 


abgebautes Pferdefleisch, abgebaute Nuclein- 
siure, Glycerin-Fettsiuregemisch, Cholesterin, -- 0,25 
Traubenzucker, Salzzulage, Knochenasche , 


abgebautes Pferdeblut, abgebaute Nucleinséure, 
Glycerin-Fettsiuregemisch, Cholesterin, — -}+ 0,204 
Traubenzucker, Salzzulage, Knochenasche | 


abgebautes Rindfleisch mit absolutem Alkohol 
extrahiert, abgebaute Nucleinsiure, Glycerin-'_1_ 9 993 
Fettsduregemisch, Cholesterin, Traubenzucker, a 
Salzzulage, Knochenasche | 
abgebaute Milch, abgebaute Nucleinsiure, | 
Glycerin-Fettsiuregemisch, Cholesterin, (+- 0,228 
Traubenzucker, Salzzulage, Knochenasche | 


abgebautes Casein, abgebaute Nucleinsaure, | 
Glycerin-Fettsiuregemisch, Cholesterin, -+-90,119 
Traubenzucker, Salzzulage, Knochenasche 


Casein — Tryptophan, abgebaute Nucleinsdure, 
Glycerin-Fettsiuregemisch, Cholesterin, |(— 0,833 
Traubenzucker, Salzulage, Knochenasche 


Casein -+- Tryptophan, abgebaute Nucleinsdure, 
Glycerin-Fettsauregemisch, Cholesterin, — 0,1416 
Traubenzucker, Salzzulage, Knochenasche | 


vollwertiges Aminosauregemisch, abgebaute 
Nucleinsiure, Glycerin-Fettsauregemisch,Chole- -+- 0,05 
sterin, Traubenzucker,Salzzulage,Knochenasche 


abgebautes Rindfleisch, abgebaute Nucleinsaure, 
Glycerin-Fettséuregemisch, Cholesterin, |(-+ 0,168 
Traubenzucker, Salzzulage, Knochenasche | 


i 





D* 
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Durchschnittliche Nahrung 


Hund 


(s. Diese Zeitschrift 


Kalorien 





absolut 


Durchschnittszahl der verfiitterten 


J 
pro kg Korpergew 





Fett 


Kohlen- 
hydrate 


Summe 


Fett 


Kohlen- 
hydri.te 


Summe 





22,10 g vollwertiges Aminosduregemisch, 2 g abge- 
baute Nucleinséure, 25 g Fett, 20 g Rohrzucker, 20 g 
Traubenzucker, 5 g Knochenasche 


25 g abgebautes Fleisch, 2 g abgebaute Nucleinsaure, 
25 g Fett, 20 g Rohrzucker, 20 g Traubenzucker, 
5 g Knochenasche 


14,25 g vollwertiges Aminoséuregemisch, 9,5 g ab- 

gebautes Fleisch, 2 g abgebaute Nucleinsdure, 30 g 

Glycerin-Fettsiuregemisch, 2 g Cholesterin, 40 g 
Invertzucker, 5 g Knochenasche 


15 g abgebautes Pferdefleisch, 30 g Glycerin-Fett- 

siuregemisch, 2 g Cholesterin, 40 g Gemisch von 

Glukose und Galaktose, 10 g Nucleinsaurespalt- 
gemisch, 5 g Knochenasche 


10 g abgebautes Pferdefleisch, 30 g Glycerin-Fett- 

siuregemisch, 2 g Cholesterin, 40 g Gemisch von 

Glukose und (Galaktose, 10 g Nucleinsdéurespalt- 
gemisch, 5 g Knochenasche 


12,5 g abgebautes Pferdefleisch, 30 g Glycerin-Fett- 

siuregemisch, 2 g Cholesterin, 40 g Gemisch von 

Glukose und Galaktose, 10 g Nucleinsdurespalt- 
gemisch, 5 g Knochenasche 


10 g Pferdefleischpulver, 30 g Glycerin-Fettsdure- 

gemisch, 2 g Cholesterin, 40 g Gemisch von Glukose 

und Galaktose, 10 g Nucleinséurespaltgemisch, 5 g 
Knochenasche 


12,5 g Pferdefleischpulver, 30 g Glycerin-Fettsaure- 

gemisch, 2 g Cholesterin, 40 g Gemisch von Glukose 

und Galaktose, 10 g Nucleinséurespaltgemisch, 5 g 
Knochenasche 


12,5 g abgebautes Pferdefleisch, 30 g Glycerin-Fett- 
siiuregemisch, 2 g Cholesterin, 40 g Gemisch von 
Gilukose und Galaktose, 10 g Nucleins&urespalt- 


279 


279 


279 


279 


279 





gemisch, 5 g Knochenasche 





164 


164 


164 


164 


164 


164 


164 


164 


164 





396,5 


396,5 


443 


443 


443 


443 


443 


443 





67,9 


68,4 








39,4 


39,4 


38,8 
39,5 
39,9 


39,9 


39,7 





107.8 


108.6 


107.2 
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ten Durchschnittlicher | yy. | Mittel- Mittelwert der N-Bilanz 
ly Br-Gehalt der ietaleites zahl wert bei annahernd gleichartiger Nahrung 
Teew, —— der i terre it 
; Ami = 
a “” n |Summel Tage | N-Bilanz Nahrung | N-Bilanz 
, 
vollwertiges Aminosduregemisch, abge-' 
953 — | 347 | 3,47 6 -++-0,08 |baute Nucleinsiure, Fett, Rohrzucker,|-+ 0,08 
Traubenzucker, Knochenasche | 
| abgebautes Fleisch, abgebaute Nuclein-| 
95.3 2,47 | 2,47 2 -+- 0,395 | séure, Fett, Rohrzucker, Traubenzucker,|-++ 0,395 
Knochenasche 
) 
vollwertiges Aminosduregemisch, abge- 
” | al : a, | bautes Fleisch, abgebaute Nucleinsdure,| an 
Vie — | 847] 3,47 © + 0,136 Cholesterin, Invertzucker, Knochenasche, + 0,136 
Glycerin-Fettsiuregemisch 
47 1,50 | 1,50 8 — 0,079 
| abgebautes Pferdefleisch, Glycerin-Fett- 
wi 10 10 P 0.39 siuregemisch, Cholesterin, Gemisch von! 0.13875 
yf ie ’ ’ a ; — ay a 
° Glukose und Galaktose, Nucleinsdure- 
, spaltgemisch, Knochenasche 
7.8 FF 1,25 | 1,25 6 — 0,007 | 
7,8 ; — | 10 1,0 5 — 0,38 Pferdefleischpulver, Glycerin-Fettsdure-, 
F | ‘wives Cholesterin, Gemisch von _ 0.219 
4 | Glukose und Galaktose, eehiadiueel 
6 PP | 125 | 1,25 @ — 0.058 spaltgemisch, Knochenasche 
7; | ; 
| abgebautes Pferdefleisch, Glycerin-Fett-, 
=9 = - . -4-| Sduregemisch, Cholesterin, Gemisch von ane 
Hye 125 | 1,25 4 F 0,0575 Glukose und Galaktose, Nucleinsdure-| 1 29575 
spaltgemisch, Knochenasche 


























70 Emil Abderhalden und Arno Ed. Lampé, 


sucht, die Nahrung durch Zusatz von Fett und Kohlenhydraten 
und endlich von Eiweif -— der Alkohol diirfte auch solches 
entfernt haben — vollwertiger zu machen. Wir werden iiber 
die Ergebnisse dieser Versuche spiater berichten. 

Den Riickstand des erwahnten alkoholischen Extraktes 
aus Kleie und ferner aus Fleisch setzten wir der Nahrung 
des Versuchshundes hinzu. Wir haben das zugesetzte Produkt 
in der Tabelle Oryzanin genannt. Mit diesem Namen soll nicht 
zum Ausdruck gebracht werden, dafi eine einheitliche Sub- 
stanz vorlag. Gleichzeitig gaben wir Cibils Fleischextrakt. Ein 
eindeutiger EinfluB des Oryzanins war nicht wahrnehmbar. 
Bemerkenswert ist, dafi das Versuchstier in 65 Tagen 1590 g 
an Korpergewicht verloren hat. Es war bis zum Schlusse des 
Versuches sehr munter, nur die Zufuhr der grofen Kohlenhydrat- 
menge schien sein Befinden ungiinstig zu beeinflussen. Dieses 
Wohlbefinden ist — das sei ausdriicklich hervorgehoben — 
sicher nicht auf das Oryzanin zuriickzufiihren, denn auch bei 
den friiheren Versuchen ohne Oryzanin waren die Hunde bei 
sehr langer Versuchsdauer bis zum Schlusse ganz munter. 

Versuch 3 (Tabelle 3): Hund 3 (Rex). Bei diesem Ver- 
suche verfolgten wir zuniichst ein Problem, das in friiheren 
Versuchen gleichfalls in Angriff genommen worden ist. Wir 
priften namlich den Einflu8 reichlicher Mengen stickstofffreier 
Nahrungsstoffe auf das Verhalten des Kérpergewichts des Ver- 
suchstieres. Das Versuchstier verlor in 7 Tagen nur 150g an 
K6rpergewicht, trotzdem es einen Tag hungerte. In den folgenden 
Tagen gelang es nur voriibergehend, Nahrung zuzufiihren. An 2 
Tagen bekam der Hund Gelatine und ein Gemisch stickstoff- 
haltiger Substanzen. SchlieBlich suchten wir noch festzustellen, 
ob Ammonsalze zu Fleisch zugesetzt eine Sparwirkung zu ent- 
falten vermégen, resp. einen Teil davon ersetzen kénnen 
(vgl. zu diesem Problem V6ltz, Arch. fiir die ges. Physio- 
logie, Bd. 112, 5. 413--438, 1906 und Archiv fiir die ges. 
Physiologie, Bd. 121, S. 117—149, 1906 und diese Zeischrift 
Bd. 79, S. 415, 1912). 

Um die erhaltenen Versuchsresultate iibersichtlicher zu 
gestalten, seien im folgenden auch die friiher schon mitge- 
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teilten Versuche nach Perioden zusammengefaBt. Von den 
zahlreichen Mitteilungen iiber die Ergebnisse von Stoffwechsel- 
versuchen mit bis zu Aminosdéuren abgebauten Eiweifstoffen 
seien die zuletzt mitgeteilten zum Vergleich den Versuchen 
mit Ammonsalzen vorangestellt. 

Aus der vorliegenden Zusammenstellung (Hund I—VI, 
S. 60—69) ergibt sich in eindeutiger Weise, daf ein voll- 
wertiges Gemisch der Bausteine der organischen Nahrungsstoffe 
vollstandig zur Ernéhrung des Hundes fiir lange Zeit ausreicht. 
Es sei hier noch hervorgehoben, daB nicht nur diese letzten 
Versuche, sondern auch schon die friiheren, bei denen ein Amino- 
sdurengemisch verfiittert worden war, zeigten, daB der tierische 
Organismus neben Eiweil} auch Nucleoproteide und Phosphatide 
synthetisch aufbauen kann. Besonders deutlich geht das auch 
aus den Versuchen von Fingerling hervor. Die ibrigen 
Punkte, die sich aus den hier mitgeteilten Versuchen ergeben, 
sind bereits an Ort und Stelle diskutiert worden. 

Die nun folgende Zusammenstellung (Versuch 1—15, 8.71 
bis 91) gibt einen Uberblick tiber die bis jetzt im hiesigen 
Institute angestellten Stoffwechselversuche mit Ammonzalzen. 
Ks sind nur jene Versuche weggelassen, bei denen wegen zu 
rascher Anderung der verabreichten Nahrung eine Zusammen- 
fassung fast einer Reproduktion des urspriinglichen Versuchs- 
protokolles gleich gekommen wire. Es sind zu den einzelnen 
Perioden die Ergebnisse derjenigen auf einander folgenden Ver- 
suchstage zur Berechnung von Mittelwerten vereinigt worden, 
an denen die verabreichte Nahrung identisch oder doch sehr 
ahnlich war. 

Uberblickt man die in den 15 Tabellen niedergelegten 
Resultate, dann erkennt man eine deutliche Stickstoffretention 
bei Ammonsalzfiitterung. Versuch 1, Versuch 2 (diese beiden 
Versuche kommen wegen der kurzen Versuchsdauer kaum 
in Betracht, vgl. diese Zeitschrift Band 78, S. 6 u. 7), Ver- 
such 3, Versuch 5 (gleiches Resultat bei Kohlenhydrat- und 
Fettfiitterung und bei ausschlieBlicher Fettnahrung) zeigten 
deutliche Stickstoffretention bei Verfiitterung von Ammon- 
acetat. Bei Versuch 6 ist die Stickstoffausscheidung bei Zufuhr 
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von Ammonacetat sehr gering. Eine direkte Vergleichung mit 
der Stickstoffbilanz bei stickstofffreier Fiitterung ist bei diesem 
Versuche nicht mdglich. Versuch 7 zeigte bei gleichzeitiger 
Gelatinefiitterung eine negative Bilanz, die ziemlich gering war. 
Stickstoffgleichgewicht lief sich nicht erreichen, trotzdem die 
Bedingungen durch die Verabreichung der Gelatine giinstige 
waren. Die Stickstoffbilanz ist bei diesen Versuchen ohne 
Zweifel durch die Verfiitterung der Gelatine stark beeinfluBt. 
Bei Versuch 13 ist die Stickstoffbilanz nach Eingabe von 
Ammonacetat weniger stark negativ als nach Verabreichung 
eines Gemisches von stickstoffhaltigen Substanzen, doch ist 
das ohne Zweifel darauf zuriickzufiihren, da’ im letzteren 
Falle bedeutend weniger Kalorien zugefiihrt wurden. Dieser 
Versuch lat eine Sparwirkung aus dem genannten Grunde 
nicht erkennen. Bei Versuch 4, Versuch 9 und Versuch 11 
war die Stickstoffbilanz durch die Verabreichung der stick- 
stoffhaltigen Verbindungen nur unwesentlich beeinfluBt. Grafe 
fiihrt an, da sich auch durch Harnstoff anscheinend ein 
Stickstoffgleichgewicht erzielen laBt. Unsere Erfahrungen lassen 
dies sehr unwahrscheinlich erscheinen (vgl. Versuch 9 u. 10). 
Grafe hat seine Versuche tiber den Einflufi des Harnstoffs 
auf die Stickstoffbilanz noch nicht mitgeteilt. Wir wollen des- 
halb davon Abstand nehmen, auf die bereits in der Literatur 
vorhandenen Versuche einzugehen. Bei Versuch 8, Versuch 12 
und Versuch 15 haben wir den Versuch gemacht, bei mit 
Fleischpulver hergestelltem annahernden Stickstoffgleichge- 
wicht einen Teil des Fleischstickstoffes durch Ammonacetat und 
zum Teil noch durch andere stickstoffhaltige Verbindungen 
zu ersetzen. Die erhaltenen Resultate sprechen nicht dafiir, 
dafi die Ammonsalze fiir EiweiBstickstoff resp. den Stickstoff 
eines vollwertigen Aminoséuregemisches eintreten k6nnen. 
Doch geben wir gerne zu, daf diese Versuche ein abschlie- 
Bendes Urteil nicht gestatten. Einmal ist ihre Anzahl zu gering 
und dann muf das Stickstoffgleichgewicht bei spateren Versuchen 
ein vollstiandiges sein bei gleichzeitigem Stickstoffminimum. 
Eine besondere Besprechung erfordert der Versuch 14. 
Wir haben bei diesem Versuche neben Ammonsalzen noch 
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verschiedene andere Substanzen gepriift (das gleiche war zum 
Teil in Versuch 9, 11, 13, 15 der Fall). Die verschieden- 
artigen Stickstoffquellen wurden gewdhlt, um die ohne Zweifel 
fir den Magen-Darmkanal nicht gleichgiiltigen Ammonzalze 
einzuschrinken. Weder Ammonacetat noch Ammoncitrat sind 
als indifferent zu betrachten. Vor allen Dingen versuchten wir 
eine giinstigere Wirkung der Ammonsalze durch Verabreichung 
von Gelatine zu erzielen. Ferner fiihrten wir wiederholt aro- 
matische stickstoffhaltige Verbindungen ein, um dem Organis- 
mus die Synthese der verschiedenen Aminoséuren mdglichst zu 
erleichtern. Versuch 14 zeigt zunichst eine Reihe von Perioden 
mit stark negativer Stickstoffbilanz. Sie war nur ein einziges 
Mal positiv, um nachher um so starker negativ zu werden. 
Eine ausgesprochene giinstige Beeinflussung der Stickstoffbilanz 
trat ein, als Gelatine verabreicht wurde. Die starke Spar- 
wirkung dieses Eiweifistoffes ist bekannt. Mit der Eingabe des 
Oryzaninextraktes wurde die Stickstoffbilanz bedeutend weniger 
negativ. Dieser giinstige Einflu8 verschwand jedoch bei den 
folgenden Versuchsperioden wieder vollstaindig. Die Stickstoff- 
bilanz blieb immer stark negativ. Es war bei diesem Versuche 
eine irgendwie betrachtliche Sparwirkung der Ammonsalze 
kaum zu erkennen. 

Wie S. 4 dieses Bandes berichtet wird, ist auch begonnen 
worden, den Einflu& einzelner Aminosauren auf die Stickstoff- 
bilanz zu priifen. Der vorliegende Versuch mit Glykokoll und 
zum Teil mit d-Alanin ergibt keine giinstige Beeinflussung der 
Stickstoffbilanz. Diese Feststellung steht in Einklang mit der 
Beobachtung, dafi Gemische von Aminoséuren unzureichend 
sind, wenn nicht alle Bausteine (Glykokoll kann fehlen) vor- 
handen sind. Es sei auch noch in diesem Zusammenhange 
daran erinnert, dag Casein, dem Trytophan fehlt, Eiweif 
nicht vertreten kann. Diese Versuche mit Aminosaéuren werden 
fortgesetzt. 

Fassen wir das gesamte Ergebnis der bisher 
vorliegenden Versuche zusammen, dann ergibt sich, 
da& die Verabreichung von Ammonsalzen zu stick- 
stofffreier Nahrung in manchen Fallen zu einer Herab- 
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setzung der Stickstoffausfuhr fiihrt. Ammonsalze zu 
Gelatine hinzugesetzt vermégen nicht vor Stick- 
stoffverlust zu schiitzen. Es sind keine Anhaltspunkte 
fiir die Annahme einer Eiweifsynthese aus Ammoniak 
und stickstofffreien Substanzen gewonnen worden. Die 
erhaltenen Resultate lassen sich zurzeit am besten 
mit der Annahme in Einklang bringen, daB&B die Uber- 
schwemmung des Organismus mit Ammonsalzen resp. 
Ammoniak entweder den Eiweifumsatz auf irgend- 
eine Weise (vgl. die Einleitung) einschrankt oder 
aber der Organismus halt das zugefiihrte Ammoniak 
in irgendeiner Form zurtick. Diese Retention ist viel- 
leicht als Schutzwirkung des Organismus aufzufassen. 
Die Ergebnisse von Grafe sind ohne Zweifel zum 
grOBten Teil auf die nicht einwandfrei festgestellten, 
meistens nur indirekt berechneten Stickstoffbilanzen 
zurickzuftihren. Auch seine Befunde berechtigen nicht 
zu der Annahme einer Eiwei8bildung aus Ammonsalzen 
und stickstofffreien Substanzen. 

















Zur Kenntnis der Porphyrinbildung. 


I. Mitteilung. 
Von 
Hans Fischer und F. Meyer-Betz. 


(Aus der II. medizinischen Klinik zu Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. September 1912.) 





Im Urin kommt unter mancherlei pathologischen Ver- 
haltnissen ein Porphyrin, gew6hnlich Haématoporphyrin genannt, 
vor, und es unterliegt kaum einem Zweifel, dafB es ein Um- 
wandlungsprodukt des Blutfarbstoffs ist. 

Die Reindarstellung dieses interessanten Ko6rpers aus Urin 
ist bis jetzt nicht gegliickt, dagegen hat Nencki auf chemi- 
schem Wege zwei Porphyrine krystallisiert erhalten, die er als 
Himatoporphyrin und Mesoporphyrin unterschied. Spektrosko- 
pisch sind nach Nencki beide Korper identisch, so da® schwer 
einzusehen ist, warum in der Literatur ziemlich allgemein die 
Identitat des Urinporphyrins gerade mit dem Haématoporphyrin 
und nicht z. B. mit dem Mesoporphyrin angenommen wird. 

Jedenfalls ist es unseres Erachtens keineswegs sicher, 
welches Porphyrin im Urin vorliegt, und wir haben inzwischen 
in Ermangelung eines Héimatoporphyrinpatienten das Studium 
der kiinstlichen Porphyrine begonnen. Zuerst wurde das Meso- 
porphyrin untersucht und das Nencki-Zaleskische Ver- 
fahren so ausgearbeitet, daf man mit Sicherheit zu einem ein- 
heitlich krystallisierten Praparat gelangt. Dieses haben wir der 
Oxydation und Reduktion unterworfen. Bei der Oxydation er- 
hielten wir 





CH,C —CC,H, —— 
| | 
O=C C=0 O—C C=0 
ll WZ 
NH NH 


Methylathylmaleinimid!) und Hamatinsaure. 





‘) Im Juli hat Kiister, Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 45, S. 1935, 
publiziert, daf’ man bei der Oxydation einer Lésung, die Mesoporphyrin 
enthalten hat, Methylithylmaleinimid und Hamatinséure bekommt. Er 
schlieBt hieraus, daf’ im Hamin 2 Vinylgruppen vorhanden sind. 
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Die Reduktion fiihrten wir mit 2 g aus und haben uns 
iiberzeugt, dafB hierbei dieselben Spaltprodukte wie bei der 
Reduktion des Himins entstehen; in analysenreinem Zustand 
wurden in Anbetracht der geringen Menge nur Hiimopyrrol 
und Phonopyrrolcarbonsaure isoliert. Da jedoch auch Phyllo- 
pyrrol, sowie das Oxim der uns vom Bilirubinabbau') be- 
kannten isomeren Phonopyrrolcarbonsaéure beobachtet wurde, 
so ist es sehr wahrscheinlich, dafi das Mesoporphyrin nicht 
ein Spaltprodukt des Hiimins ist.2) Somit scheint das Meso- 
porphyrin ein einfaches Reduktionsprodukt des des Eisens be- 
raubten Hamins zu sein, und es ist vielleicht nicht ausge- 
schlossen, dafi die Entstehung des Porphyrinspektrums lediglich 
durch die Eliminierung des komplex gebundenen Eisens be- 
dingt ist. Als Stiitze fiir diese Anschauung méchten wir 
anfiihren, dafi nach Zaleski das komplexe Eisensalz des Meso- 
porphyrins nicht mehr das Porphyrinspektrum, sondern das 
Haminspektrum gibt, weiterhin gelangt man durch Reduktion 
des Hamins mit Natriumamalgam nach erfolgter Reoxydation 
an der Luft ebenfalls zu einem eisenfreien Korper, der ein 
dem Héamatoporphyrin dhnliches Spektrum gibt. (Wir haben 
auf spektroskopische Messungen verzichtet, weil wir den KOrper 
nicht krystallisiert erhalten haben.) 

Fragen wir uns nun, wie das Mesoporphyrin zum Hamato- 
porphyrin und Hamin steht, so haben Nencki und Zaleski bereits 
festgestellt, dafB man vom Hiémin wie Haématoporphyrin durch 
Reduktion zum Mesoporphyrin gelangt. Da das Hamatoporphyrin 
durch ein Mehr von zwei Sauerstoffatomen gegeniiber dem 
Mesoporphyrin ausgezeichnet ist, und man nach Zaleski vom 
Mesoporphyrin aus nicht mehr zum Hamatoporphyrin gelangt, 
so scheinen bei der Mesoporphyrinbildung aus Hamatoporphyrin 
zwei alkoholische Hydroxylgruppen, die sich durch Wasser- 
anlagerung an zwei Doppelbindungen des Himins_ gebildet 
haben, reduziert zu werden. Hierdurch erklirt sich einerseits, 





‘) Berichte, Bd. 45, S. 1979. Vgl. auch Piloty und Thannhauser, 
Liebigs Annalen, Bd. 390, S. 191. 


*) Zur volligen Sicherstellung der Befunde wird der Versuch selbst- 
verstandlich mit einer gréferen Menge Mesoporphyrin wiederholt. 
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dah bei der Oxydation des Mesoporphyrins Methylathylmalein- 
imid gefunden wird, anderseits, daB es uns auf keine 
Weise gegliickt ist, aus Hamatoporphyrin, auch nicht nach 
vorausgegangener Reduktion mit Natriumamalgam, Methylathyl- 
maleinimid zu erhalten, ebensowenig iibrigens wie aus mit 
Natriumamalgam reduziertem Hiimin. 

Letzterer Befund erscheint auffallend. Denn man erhialt bei der 
Oxydation des mit Natriumamalgam reduzierten Bilirubins Methylathyl- 
maleinimid. Dies Verhalten steht in einem gewissen Gegensatz zu dem 
des Hamins (vgl. oben), und aus diesem Grunde erscheint uns der Schluf 
Kiisters. daf’ im Haémin Vinylgruppen sich befinden, nicht sicher. 

Wir sehen also einen charakteristischen Unterschied 
zwischen den beiden bis jetzt bekannten krystallisierten Por- 
phyrinen. Auf biologischem Wege ist es uns gelungen, einen 
weiteren Unterschied zu finden. Hausmann!) hat bekanntlich 
entdeckt, da mit Haimatoporphyrin subcutan injizierte weibe 
Mause im strahlenden Licht unter prignanten Symptomen 
rasch zugrunde gehen, wahrend im Dunkeln gehaltene Kon- 
trollen keinerlei Krankheitserscheinungen zeigen. Es handelt 
sich bei dieser Giftwirkung um eine photobiologische Sensibili- 
sation, die zuerst von Tappeiner und seiner Schule bei 
fluorescierenden Koérpern nachgewiesen wurde. 

Wir haben nun mit den beiden Porphyrinen vergleichende 
Versuche angestellt. Hiernach scheint das Mesoporphyrin eine 
geringfiigige Giftwirkung zu haben, aber sensibilisierend 
wirkt es nicht im geringsten. Dies gilt jedoch nur fir reinstes 
krystallisiertes Mesoporphyrin, wahrend unreine Praparate 
zweifelhafte Resultate ergeben, in dem Sinne, dai die Mause 
nach kurzer Belichtung zugrunde gehen, allerdings nicht unter 
dem typischen Bild. Dies ist auch der Grund, weshalb wir 
die Mesoporphyrindarstellung so ausfiihrlich beschrieben haben 
(s. unten). Dagegen hatte das aus Hamin durch Reduktion mit 
Amalgam und nachfolgender Oxydation dargestellie (also ein 
Weg, wie er auch mutatis mutandis im Organismus denkbar 
wiire) Porphyrin die gleiche Wirkung, wie das Hamatoporphyrin. 

Zum Schlu8 méchten wir noch kurz hervorheben, dah 
es uns vor allen Dingen prinzipiell wichtig erscheint, festzu- 


4) ‘Biochem. Zeitschrift, Bd. 30, S. 276. 
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stellen, ob das Porphyrin des Urins einem Oxydationsprozeh 
(z.B. Hamatoporphyrin), ReduktionsprozeB (z. B. Mesoporphyrin) 
oder auch etwa nur der Eliminierung des Eisens aus dem Hiimin 
seine Entstehung verdankt. Eine Frage, die natiirlich nur durch 
Reindarstellung des Urinporphyrins entschieden werden kann. 

Bei der Darstellung des Mesoporphyrins sind wir im 
wesentlichen den Angaben von Nencki und Zaleski gefolgt; 
wir geben aber der bessern Ubersicht halber die ganze Vorschrift. 


Darstellung des Mesoporphyrins. 


5 g Hiimin werden mit 30 ccm Jodwasserstoff (spez. Gew. 
1,96) und 75 ccm Eisessig in einem Erlenmeyer-K6lbchen auf 
siedendem Wasserbad bis zur volligen Losung erwarmt, was 
bei haufigem Umschiitteln 1/4 Stunde erfordert. Jetzt wird die 
Lésung mit 10ccm Wasser versetzt, wobei sie einen mehr rot- 
lichen Tonannimmt. Man tragt nun innerhalb 10 Minuten in kleinen 
Stiickchen ca. 3g Jodphosphonium ein, wodurch allmiihlich 
eine Aufhellung der Fliissigkeit und ein Umschlagen der Farbe 
aus dem anfiinglichen dunkeln Rotgelb in Blaurot eintritt. Die 
Reaktion ist beendigt, sobald die gelbe Niiance aus der Fliissig- 
keit verschwunden ist, oder wenn (nach Zaleski) Verdiinnen 
des Reaktionsgemisches mit der gleichen Menge Wasser keinen 
Niederschlag mehr hervorruft. Ist das der Fall, wird die Re- 
aktion durch Abkiihlen des Gemisches unterbrochen und dieses, 
mit der gleichen Menge Wassers versetzt, in dem es sich 
vollkommen klar lOst. Beim nun folgenden Eingiefen in 1000 cem 
H,O entsteht dann ein ziemlich reichlicher, rétlich flockiger 
Niederschlag in der blauvroten Fliissigkeit. Ohne von diesem 
abzufiltrieren, stumpft man mit 10°/oiger Natronlauge bis zu 
essigsaurer Reaktion ab, wobei ein neuer Niederschlag entsteht, 
wahrend die Fliissigkeit nur mehr hellgelb gefirbt ist. Der 
Niederschlag wird abgesaugt und mit Wasser gewaschen. 
Das klare Filtrat riecht deutlich nach Hiimopyrrol. Das 
Rohprodukt lést man in 300ccm 1°/oiger Natronlauge, ver- 
diinnt mit Wasser auf 1000 cem und fallt das geliste Meso- 
porphyrin mit Essigséiure wieder aus. Der Niederschlag wird 
abgesaugt, ausgewaschen und dann sofort umkrystallisiert. 


7* 
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Zum Umkrystallisieren zerreibt man das Rohprodukt in 
einer Porzellanschale mit im ganzen 400 ccm 2,5°/oiger Salz- 
siiure in Portionen unter méfigem Erwarmen auf freier Flamme. 
Das Ganze wird in 400 ccm kochende 2,5°/oige Salzsaure ein- 
getragen und endlich nochmals fast bis zum Sieden erhitzt. 
Dann wird rasch filtriert. Bei richtigem Arbeiten bleibt auf 
dem Filter nur ein geringer schwarzroter Riickstand zurtick. 
Das Filtrat wird auf zwei Porzellanschalen (um méglichst 
schnelles Eindampfen zu erreichen) verteilt und auf stark 
siedendem Wasserbad eingeengt. Dabei bedeckt sich seine 
Oberfliiche erst mit einer matten Haut, die unter dem 
Mikroskop sich als aus amorphen Massen_ bestehend er- 
weist. Es wird nun wiederum filtriert und dies noch einige 
Male wiederholt, bis die fortgesetzte mikroskopische Kontrolle 
der oberfliichlichen Abscheidung statt der amorphen Massen 
die feinen, teils wirr durcheinander liegenden, teils in Rosetten 
angeordneten Nadeln des Mesoporphyrins frei von amorphen 
Schollen anzeigt. Die Oberflache der Fliissigkeit bedeckt sich 
dann in Zeit von etwa !/2—1 Stunde mit einer kupferrot 
schimmernden Haut vollkommen reiner Krystalle, die mehr 
und mehr an Dicke zunimmt und endlich leichte Falten bildet. 
Ist dies erreicht, so werden die Schalen vom Wasserbad ge- 
nommen und bleiben tiber Nacht stehen, wodurch sich die 
Krystallabscheidung noch weiter vermehrt. Am Morgen wird 
abgesaugt, und das Produkt mit 10°/oiger HCl, in der die 
Krystalle fast unléslich sind, nachgewaschen. Trocknen im 
Vakuum itiber Schwefelsaure. 

Ausbeute 1,3 g reines Produkt. 

Zur Erzielung einer guten Ausbeute ist genauestes Ein- 
halten der Vorschrift und rasches Arbeiten notwendig. Sehr 
wesentlich ist das Lésen des nach Abstumpfen der Jodwasser- 
stoffsiure erhaltenen Niederschlags in verdiinnter Natronlauge 
und das Wiederfiallen mit Essigséiure. Eine gesonderte Ver- 
arbeitung des sofort nach EingieBen in Wasser erhaltenen 
Niederschlags bietet keinerlei Vorteile. Wenn auch nach einiger 
Ubung der Beginn der reinen Krystallisation makroskopisch leicht 
erkannt werden kann, so ist die mikroskopische Kontrolle doch 
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durchaus notwendig, wenn man ein reines nicht mit amorphen 
Schollen verunreinigtes Produkt erhalten will. Allzu starkes 
Einengen schadet, da dann ein Teil der Krystallisation offenbar 
wieder in Lésung geht. Aus den Mutterlaugen werden, wenn 
der Zeitpunkt, in dem das Einengen unterbrochen wurde, richtig 
getroffen ist, nur unbedeutende Mengen einer II. Krystallisation 
oder nur mehr amorphe Massen erhalten. 

Der Zusatz von Jodphosphonium nach der Reduktion mit 
Jodwasserstoffeisessig ist fiir die Mesoporphyrinbildung nicht 
notwendig, sondern er dient lediglich zur Reduktion des ab- 
geschiedenen Jods. Man erhalt das Porphyrin ebenfalls, wenn 
man nach einstiindigem Erhitzen der Hiaminjodwasserstoffeis- 
essigldsung den Jodwasserstoffeisessig im Vakuum rasch ab- 
destilliert, den Riickstand mit Wasser versetzt, die ausgefallene 
Schmiere mit Alkohol lést, sofort nach der Lésung konzentrierte 
Thiosulfatl6sung bis zum Verschwinden der Jodreaktion gegen 
Stéirkepapier zugibt und die alkoholische Lésung dann voll- 
kommen mit Wasser ausfallt. Man saugt den Niederschlag ab, 
wiascht ihn jodfrei und krystallisiert das erhaltene koérnige 
Rohprodukt entsprechend der oben gegebenen Vorschrift mit 
2,5°/oiger HCl um, wobei man ebenfalls eine vollkommen 
reine Krystallisation von Mesoporphyrin erhilt. 


Reduktion des Mesoporphyrins mit Jodwasserstoff- 
eisessig und Jodphosphonium. 


2 g reinstes salzsaures Mesoporphyrin wurden in einem 
Gemisch von 40 ccm Eisessig und 20 ccm Jodwasserstoff (spez. 
Gew. 1,96) gelést und im kochenden Wasserbad 1!/2 Stunden 
erhitzt. Nach ca. !/2 Stunde fingt die feurigrote Lésung an 
einen Stich ins gelbliche zu bekommen. Nach 1!/2 Stunden 
wurden 5 ccm Wasser zugegeben und innerhalb 15 Minuten 
ca. 5 g Jodphosphonium in kleinen Stiickchen eingetragen. Es 
tritt Aufhellung, aber keine Entfarbung ein. Die Lésung zeigt 
nicht mehr das Mesoporphyrinspektrum, sondern nur noch einen 
Streifen im Griinblau. Der Eisessigjodwasserstoff wird durch 
Destillation im Vakuum entfernt und der sirupartige Riickstand 
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mit verdiinnter Sodalésung aufgenommen und sodaalkalisch 
5Smal ausgeithert. Die konzentrierte &therische Losung gibt 
beim Versetzen mit 0,7 g Pikrinsiure eine erste Krystallisation 
(Ausbeute 0,6 g) vom unscharfen Schmelzpunkt 109—112°. 
Nach einmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol wurde F. P. 
118-—-120° erreicht und die Analyse bestitigte, daB Hamo- 
pyrrolpikrat vorlag. 

0,1495 g im Vakuum tiber Phosphorpentoxyd getrocknet 
ergaben bei 17° und 720 mm Druck 21,6 ccm N. 

Berechnet fiir: N = 15,81 °/o Gefunden: 15,89 °/o. 

Das Filtrat von der ersten Krystallisation wurde nochmals 
mit 0,7 g Pikrinsdéure versetzt und das nach Abkiihlung im Eis 
entstandene Pikrat abgesaugt. Ausbeute 0,5 g, Schmelzpunkt 
unter 100°. Nach einmaligem Umkrystallisieren aus 22 ccm 
Alkohol kam eine geringe Menge verunreinigten Himopyrrol- 
pikrats zur Abscheidung (F.P.: ca. 108° unscharf). Die 
Mutterlauge wurde nach Entfernung des Alkohols mit Natron- 
lauge von der Pikrinsiure befreit und die étherische Lésung 
der Pyrrole mit Diazobenzolsulfosiiure ausgekuppelt. Der Ather 
hinterliift beim Verdunsten eine geringe Menge eines griinlichen 
dligen Riickstands, in dem vereinzelte Krystalle vom Typus des 
Phyllopyrrols sich fanden. Es wurde versucht, das Phyllopyrrol- 
pikrat zu fassen, aber die vorhandene Menge war _ hierzu 
zu gering. 

Die sodaalkalische Mutterlauge wurde schwach kongosauer 
gemacht und durch 6 malige Extraktion mit Ather erschépft. 
Beim Verdunsten des Athers hinterbleibt eine rote, vollkommen 
krystallisierte Masse (1 g), die beim Lésen mit Ather den Farb- 
stolf zum grOBten Teil hinterlaBt. Dieser war nicht wigbar. 
Die iitherische L6sung wurde mit 1 g Pikrinsaure versetzt, worauf 
sofort das schén gelbe Pikrat der Phonopyrrolcarbonsiure aus- 
fiillt. (Ausbeute 1 g, Zersetzungspunkt 153°.) Aus Alkohol um- 
krystallisiert schmolz das Praparat bei 158—160° C. und die 
Analyse bestiitigte die Reinheit. 

0,2075 g Substanz im Vakuum tber Phosphorpentoxyd 
getrocknet gaben bei 17° und 719 mm Druck 26,6 ccm N. 

Berechnet fiir: N = 14,13°/o Gefunden: 14,1°/o. 
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Die Endmutterlauge wurde mit im ganzen 18 ccm 50° /oiger 
H,SO, dreimal ausgezogen, die schwefelsaure Loésung durch 
4maliges Extrahieren mit Ather vom Rest der Pikrinsiiure befreit. 
Nach Entfernen des Athers im Vakuum wurde die schwefelsaure 
Lisung auf 20°/o H,SO, gebracht und bei ca. 50° mit einer 
konzentrierten Natriumnitritl6sung behandelt. Nach eingetretener 
Aufhellung wurde 5mal mit Ather extrahiert. 

Nach Abdampfen des Athers sah man neben den fiir das 
Oxim der Phonopyrrolcarbonsiure charakteristischen Kugeln 
deutlich die rosettenartig angeordneten wetzsteinihnlichen Kry- 
stalle des uns vom Bilirubinabbau her bekannten isomeren 
Phonopyrrolcarbonséureoxims. 

Daf ein Gemisch vorlag, geht auch daraus hervor, dab 
selbst nach Umkrystallisieren aus Wasser (wobei in der Regel 
das in geringerer Menge befindliche Oxim in Lésung bleibt) der 
Schmelzpunkt (ab 225° Sintern, gegen 232° totale Zersetzung) des 
Oxims der reinen Phonopyrrolearbonsdure nicht erreicht wurde. 


Oxydation des Mesoporphyrins mit Bleisuperoxyd in 
schwefelsaurer Loésung. 


2 g reines krystallisiertes Mesoporphyrin wurden in stark 
verdiinnter Natronlauge unter Schiitteln auf der Maschine gelést, 
die Lésung mit Essigsiure gefallt, abgesaugt und mit Wasser 
gewaschen. Das Produkt wurde auf Ton abgeprebt, dann iiber 
Nacht im Vakuum tiber Schwefelsdure getrocknet. Ausbeute 1,5 g. 

Diese wurden in 100 cem 20°/oiger H,SO, klar gelést und 
in die L6sung am Riihrwerk 30 g Bleisuperoxyd in kleinen Por- 
tionen wihrend einer halben Stunde eingetragen, wobei sie sich 
allmahlich vollkommen entfarbte. Das Riihren wird noch weitere 
8 Stunden fortgesetzt, dann laBt man die Fliissigkeit sich ab- 
setzen. Vom Bleischlamm wird abgesaugt, das Filtrat 6—8 mal 
ausgeathert und die ‘therische Lésung im Vakuum fast bis zur 
Trockene eingedampft. Der hinterbleibende, teilweise krystal- 
lisierte Riickstand wird in diinner Sodalésung aufgenommen und 
6mal mit Ather ausgeschiittelt. Nach Abdunsten des Athers 
hinterblieben schon fast vollkommen rein Nadeln, die nach 
Geruch und Beschalfenheit Methylathylmaleinimid sein mubten. 
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Ausbeute 0,28 g. Aus Wasser und Alkohol umkrystallisiert, 
schmolz das Priparat bei 68°, und die Analyse bestitigte, 
dafi Methylaéthylmaleinimid vorlag. 

0,1583 g Substanz gaben 14,4 ccm N bei 16° und 720 mm 


Druck. 
Berechnet: N = 10,07°/o 


Gefunden: N = 10,06°/o. 

Der wasserige Anteil wird mit Schwefelsaure bis zur kongo- 
sauren Reaktion versetzt und ebenfalls 6mal ausgeathert. Nach 
Abdunsten des Athers hinterbleiben die typischen Krystalle der 
Hamatinsiiure (Ausbeute 0,3 g). Nach Umkrystallisieren aus Ather- 
Petrolather schmolz das Priéparat bei 114°; der Mischschmelz- 
punkt mit analysierter Hamatinséiure ergab keine Depression. 


Reduktion von Himin mit Natriumamalgam und nach- 
folgende Oxydation mit Bleisuperoxyd in schwefel- 
saurer L6ésung. 


1 g umkrystallisiertes Hamin werden in 20 ccm ®/10-Natron- 
lauge und 15 ccm H,O gelést und mit 22 g 3°/oigem Natrium- 
amalgam versetzt. Die Reduktion aft man erst unter Ab- 
kiihlung in flieSendem Wasser und Schiitteln, dann auf der 
Schiittelmaschine bei gewOhnlicher Temperatur sich vollziehen. 
Nach einer Stunde ist eine klare, hellgelbe L6sung entstanden, 
die sich an der Luft rasch wieder bréunt und nach einigem Stehen 
einen flockigen Niederschlag von Eisenhydroxyd abscheidet. Im 
Gefaifb negativer Druck. 

UberliBt man in diesem Stadium die Lésung der Oxy- 
dation an der Luft, so scheidet sich bald Eisenhydroxyd ab 
und man erhalt nach Filtration und Ausfallen mit warmer Essig- 
siure einen Kérper, der nach Aussehen und spektroskopischem 
Verhalten dem Himatoporphyrin sehr dhnlich ist. Krystalli- 
sationsversuche fiihrten nicht zum Ziel. 

Die reduzierte LOsung wird nun tropfenweise unter stetigem 
Riihren im Laufe von 5/4 Stunden in eine Mischung von 25 g 
Bleisuperoxyd und 50 cem 50°%/oiger Schwefelséure einge- 
tragen. Hiernach wird noch weitere 8 Stunden geriihrt. Man 
lift die Fliissigkeit iiber Nacht stehen, saugt ab, athert 6mal 
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aus, nimmt den hellgelben sirupartigen Riickstand in verdiinnter 
Sodalésung auf und iithert ihn erst 6mal sodaalkalisch, dann 
kongosauer aus. Aus dem sauren Anteil krystallisierte Hima- 
tinsdure aus, aus dem alkalischen wurde in geringer Menge 
ein krystallisierter K6Orper erhalten, der aber nicht Methyl- 
athylmaleinimid ist (Ff. P. tiber 100°) und dessen niihere Unter- 
suchung noch nicht beendigt ist. 

In der gleichen Weise wurde auch Héimatoporphyrin redu- 
ziert und dann oxydiert, ohne dafi es gelang, Methylathylmalein- 
imid zu fassen, dagegen Hématinséure. 

Auch hier erhalt man im basischen Anteil in geringer 
Menge einen krystallisierenden Korper, der ahnlich wie Methyl- 
athylmaleinimid riecht, aber nicht identisch mit diesem ist. 


Tierversuche. 


Unsere Versuche sind fast saimtlich mit Sonnenlicht aus- 
gefiihrt worden. Um die Einwirkung der Hitze auszuschalten, 
wurden die Glasgefafe, in denen sich die Maéuse befanden, in 
eine grdfere Glaswanne, die mehrere Zentimeter hoch mit 
gektihltem Wasser gefiillt wurde, gesetzt. 

Um uns tiber die Krankheitserscheinungen zu orientiern, 
die bei hamatoporphyrin-injizierten Mausen unter Licht- 
wirkung auftraten, haben wir zunichst unter gleichen Be- 
dingungen wie Hausmann (Bogenlampe von 40 Ampére, 80cm 
Abstand, Wasserfilter) Versuche mit reinem Himatoporphyrin 
angestellt. Eine nihere Mitteilung der Versuche eriibrigt sich, 
da wir durchaus mit den Beobachtungen Hausmanns iiber- 
einstimmende Resultate erhielten. Das wiitende Beifen und 
Kratzen, die Lichtscheu und vor allem die grofe allgemeine 
Unruhe der Tiere sind sehr charakteristisch. Die Dunkelkon- 
trollen blieben am Leben. Bei der Sektion der zugrunde ge- 
gangenen Tiere fand sich, wie Hausmann dies ebenfalls be- 
schrieben hat und O. Neubauer’) zuerst beim Kaninchen fest- 
stellte, die Gallenblase stark mit einem rotschimmernden Inhalt 
erfiillt, der das Hiimatoporphyrin-Spektrum gab, ebenso war 





-“1) Schmiedebergs Archiv, Bd. 43, S. 456. 
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in den obersten Darmabschnitten (Duodenum) Hamatoporphyrin 
spektroskopisch nachweisbar. 


Versuche mit unreinem Mesoporphyrin. 1.6. 1912. 


3 Mause erhielten 10 Uhr vorm. 0,01, 0,005, 0,003 g Meso- 
porphyrin subcutan. Gleichzeitig wurden 3 Kontrollen angesetzt: 
1) erhielt 0,01 g Mesoporphyrin und kam sofort ins Dunkle, 
2) erhielt 0,01 Hématoporphyrin, 3) wurde nicht injiziert. 

2) und 3) wurden.zusammen mit den 3 Mesoporphyrin- 
Méausen dem klaren Sonnenlicht ausgesetzt. 

Die Hiimatoporphyrin-Maus zeigte kurz nach Verbringen 
ins Sonnenlicht das typische Kratzen und sich Beifen usw. 
Schon 10° Uhr wurden voriibergehend Krimpfe beobachtet, 
114° Uhr war sie moribund, 122° Uhr trat der Tod ein. 

Die Mesoporphyrinmiiuse zeigten kurz nach Verbringen 
in die Sonne grofe Unruhe, starkes BeifBen und Kratzen. Die 
Lichtscheu war nicht sehr ausgesprochen. Die Unruhe usw. 
hielt bei allen etwa 1 Stunde an, dann safen sie ruhiger da. 
Um 1 Uhr waren die beiden mit 0,01 g und 0,005 g injizierten 
Miiuse sehr matt. Die mit 0,003 g injizierte zeigte keinen deut- 
lichen Befund. 1 Uhr — 1° Uhr unbelichtet. 1°° Uhr, die mit 
0,005 g injizierte Maus ist moribund, 2 Uhr tot. 3 Uhr keine 
Sonne mehr. 3%° Uhr, die mit 0,01 g injizierte Maus moribund; 
5°° Uhr exitus letalis. Die mit 0,003 g injizierte Maus blieb 
am Leben. 

Normalkontrolle vollkommen wohl. 

Die Dunkelkontrolle blieb bis zum Morgen des 3. 6. im 
Dunkeln, ohne Krankheitserscheinungen gezeigt zu haben. Sie 
kam am 3. 6. 11!° Uhr ins Sonnenlicht, zusammen mit einer 
Normalmaus, Belichtung dauerte bis 1 Uhr. Sie zeigte keinerlei 
prignante Symptome, war am Ende der Belichtung matt und 
wurde 3 Uhr nachmittags tot aufgefunden. Normalkontrolle o. B. 


Versuch mit demselben Priparat. 31.5. 12. 


3 Miuse erhielten 92° Uhr vorm. Mesoporphyrin in gleichen 
Dosen wie bei Versuch I und kamen sofort ins Sonnen- 
licht. Sémtliche zeigten wahrend der ersten Stunde grofe Un- 
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ruhe, BeiBen und Kratzen, 104°—11 Uhr war nur voriibergehend 
Sonnenschein. 114° Uhr hatte das BeiBen und Kratzen auf- 
gehoért, die Maus mit 0,01 g war sehr matt. Von 12 Uhr an 
standen die Miuse bei bedecktem Himmel im diffusen Licht. 
Von 2 Uhr an schien die Sonne wieder intermittierend, die Mause 
waren wieder unruhiger, zeigten wieder Beifen und Kratzen. 

3 Uhr simtliche Mause machen schwer kranken Eindruck. 

5 Uhr. Sonne hat intermittierend geschienen. Samtliche 
Tiere noch immer matt, besonders die mit 0,01 g injizierte Maus. 
Diese wurde 72° Uhr vollkommen apathisch und war andern 
Morgens tot. Von den andern beiden war die mit 0,005 g injizierte 
noch sehr matt, die mit 0,003 g hatte sich erholt. Sie blieben 
weiterhin im diffusen Licht. Am 8. 6. wurde die starker inji- 
zierte tot gefunden, die dritte blieb lebend. 

Ebenso verlief ein III. und IV. Versuch. 

Ganz dhnlich ein weiterer, bei dem ebenfalls 0,01 g inji- 
ziert, das Tier danach erst 24 Stunden im Dunkeln gehalten, 
dann der Sonne ausgesetzt wurde. Die R6tung der Ohren und 
das Odem des Schwanzes war deutlich, trotzdem erholte es 
sich wieder vollkommen, nachdem es 2 Stunden der Sonne 
ausgesetzt gewesen war. 


Versuch mit reinstem krystallisierten Mesoporphyrin. 


Suspension von 0,05 reinstem Mesoporphyrin in 5 cem 
"/10-NaOH (vollkommene Lésung trilt erst ein, wenn 1 ccm der 
Suspension mit 2ccm Wasser verdiinnt wurde). 28. 8. 12. 

3 Miause wurden mit 1,0, 0,5, 0,2 cem der Lésung inji- 
ziert und kamen dann sofort (124°) ins helle Sonnenlicht. Eine 
weitere mil 1,0ccm derselben Lésung injizierte Maus kam 
sofort ins Dunkle. Wihrend der ersten Stunde waren die Tiere 
etwas unruhig, zeigten auch etwas Beifen und Kratzen, von 
2 Uhr an safien sie aber ruhig da, ohne besondere Krankheits- 
erscheinungen zu zeigen. Erst um 4 Uhr wurde die Bestrahlung, 
die bei wolkenlosem Himmel auferordentlich intensiv gewesen 
war, unterbrochen. Die belichteten Tiere waren danach samt- 
lich etwas matt, sie zeigten auch um 5 Uhr noch keine rechte 
Freflust, wahrend die Dunkelkontrolle vollkommen wohl war. 
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8 Uhr abends noch immer keine Freflust, die mit 1,0 ccm inji- 
zierte Maus macht sehr matten Eindruck, sie war 1 Uhr nachts 
moribund und wurde am 29. 8., 8 Uhr vorm. tot gefunden. 
Die beiden andern Miéiuse waren durchaus frisch. Sie blieben 
bei wechselndem, meist triibem Wetter dauernd am diffusen Licht, 
ohne weitere Erscheinungen zu zeigen, und waren am 10. 9., wo 
der Versuch beendigt wurde, frei von Krankheitserscheinungen. 

Die Dunkelkontrolle wurde am 4.9. morgens tot aufgefunden. 

Ein weiterer Versuch verlief analog, nur ging von den 
injizierten Méusen keine zugrunde. 


Versuch mit Porphyrin, 


erhalten durch Reduktion von Hamin mit Natriumamalgam und 
Oxydation an der Luft. 6. 7. 1912. 

Je 2 Miuse erhalten 0,01, 0,005 und 0,002 g der Sub- 
stanz in Alkali gelést subcutan, die eine Reihe kommt 9° Uhr 
ins klare Sonnenlicht, die andere Reihe sofort nach der In- 
jektion ins Dunkle. 10 Minuten nach Verbringen ins Licht zeigten 
die Tiere das vollausgeprigte Bild der Himatoporphyrin-Sensi- 
bilisierung. Lichtscheu, Kratzen und Beifen, grobe Unruhe. 
Spater trat bei den stark injizierten auch deutliche Rétung der 
Ohren ein. Um 12 Uhr wurden sie ruhiger, 123° Uhr machte die 
mit 0,01 g injizierte schwerkranken Eindruck. Die Belichtung 
dauerte bis 1 Uhr. 1°° Uhr war die mit 0,01 g injizierte sehr 
elend, 2 Uhr moribund, 23° Uhr tot. Die andern beiden machten 
jetzt ebenfalls schwer kranken Eindruck, 3!° Uhr moribund, sie 
gingen 34° Uhr und 4! Uhr (0,002) ein. 

Die Sektion zeigte bei allen, daB der Farbstoff zum groBten 
Teil an Ort und Stelle liegen geblieben war. Im oberen Diinn- 
darm konnte Porphyrin spektroskopisch nachgewiesen werden, 
die Gallenblasen waren dagegen klein. Milzschwellung. 

Die Dunkelkontrollen dieses Versuchs blieben bis zum 
Morgen des 9.7. vor Licht geschiitzt und wurden dann weiter 
bei diffusem Licht gehalten, sie waren vollkommen gesund ge- 
wesen, zeigten jetzt aber ausgesprochene Lichtscheu, sonst 
keinerlei Krankseitserscheinungen und waren eine Woche spiiter 
wieder vollkommen lebhaft. 


! 











Weitere Studien iiber Anaphylaxie. 


Von 
Emil Abderhalden. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20, September 1912.) 


Der direkte Versuch hat ergeben, dai nach erfolgter 
Injektion von artfremdem Eiweifi im Blutplasma resp. -serum 
Fermente vorhanden sind, die das gespritzte Protein und dessen 
hdhere Abbaustufen abbauen kénnen.') Eine spezifische, nur auf 
den gespritzten Eiweifikérper eingestellte Wirkung des Fermentes 
lieB sich im allgemeinen nicht feststellen.2) Die gemachten Beob- 
achtungen fiihrten nur zur Feststellung, dafi Fermente vom 
Typus der proteolytischen im Blute erscheinen. Wahrscheinlich 
stammen sie aus Leukocyten. Die abbauende Fahigkeit ist 
bereits im Blute vorhanden, wenn die Rejektion des gespritzten 
Proteins noch keinen Shok auszulésen vermag. Vorhanden- 
sein von Ferment und Anwesenheit des blutfremden 
Proteins sind somit allein noch nicht ausreichend 
fiir das Zustandekommen des Shoks. Es muB noch eine 
weitere, bis jetzt noch nicht eindeutig festgestellte Bedingung 
hinzukommen. Einmal koénnte der Abbau ein eigenartiger 
sein, sei es nun in quantitativer, sei es in qualitativer Beziehung. 
Es ware auch denkbar, dai das Blutplasma allméhlich an 
Ferment verarmt und dann bei Neuzufuhr von blutfremdem 
EiweifB das vorhandene Ferment den Abbau des gesamten 
Eiweifes nicht rasch genug vollziehen kann, so dafi Abbaustufen 





') Vgl. die Literatur von Emil Abderhalden. Schutzfermente. 
Julius Springer, Berlin, 1912. 

*) Es ware denkbar, dafi die Ursache dieser Erscheinung auf die 
Art der gespritzten Proteine zuriickzufiihren ist. Es sind denaturierte 
Proteine verwendet worden. Es ist méglich, daB durch die Denaturierung 
die feineren Eigenschaften verloren gehen und in mancher Hinsicht ein 
allgemeinerer Charakter zutage tritt. Bei biologischen Prozessen sind 
sicher chemische und physikalische Eigenschaften ausschlaggebend. Die 
Denaturierung vernichtet manche Feinheiten. 
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8 Uhr abends noch immer keine Freflust, die mit 1,0 ccm inji- 
zierte Maus macht sehr matten Eindruck, sie war 1 Uhr nachts 
moribund und wurde am 29. 8., 8 Uhr vorm. tot gefunden. 
Die beiden andern Méuse waren durchaus frisch. Sie blieben 
bei wechselndem, meist triibem Wetter dauernd am diffusen Licht, 
ohne weitere Erscheinungen zu zeigen, und waren am 10. 9., wo 
der Versuch beendigt wurde, frei von Krankheitserscheinungen. 

Die Dunkelkontrolle wurde am 4.9. morgens tot aufgefunden. 

Ein weiterer Versuch verlief analog, nur ging von den 
injizierten Mausen keine zugrunde. 


Versuch mit Porphyrin, 


erhalten durch Reduktion von Hamin mit Natriumamalgam und 
Oxydation an der Luft. 6. 7. 1912. 

Je 2 Miéuse erhalten 0,01, 0,005 und 0,002 g der Sub- 
stanz in Alkali gelést subcutan, die eine Reihe kommt 9*° Uhr 
ins klare Sonnenlicht, die andere Reihe sofort nach der In- 
jektion ins Dunkle. 10 Minuten nach Verbringen ins Licht zeigten 
die Tiere das vollausgeprigte Bild der Himatoporphyrin-Sensi- 
bilisierung. Lichtscheu, Kratzen und Beifen, grobe Unruhe. 
Spiter trat bei den stark injizierten auch deutliche Rétung der 
Ohren ein. Um 12 Uhr wurden sie ruhiger, 12° Uhr machte die 
mit 0,01 g injizierte schwerkranken Eindruck. Die Belichtung 
dauerte bis 1 Uhr. 1°° Uhr war die mit 0,01 g injizierte sehr 
elend, 2 Uhr moribund, 2°° Uhr tot. Die andern beiden machten 
jetzt ebenfalls schwer kranken Eindruck, 3!° Uhr moribund, sie 
gingen 34° Uhr und 4!° Uhr (0,002) ein. 

Die Sektion zeigte bei allen, daf der Farbstoff zum groBten 
Teil an Ort und Stelle liegen geblieben war. Im oberen Diinn- 
darm konnte Porphyrin spektroskopisch nachgewiesen werden, 
die Gallenblasen waren dagegen klein. Milzschwellung. 

Die Dunkelkontrollen dieses Versuchs blieben bis zum 
Morgen des 9.7. vor Licht geschiitzt und wurden dann weiter 
bei diffusem Licht gehalten, sie waren vollkommen gesund ge- 
wesen, zeigten jetzt aber ausgesprochene Lichtscheu, sonst 
keinerlei Krankseitserscheinungen und waren eine Woche spater 
wieder vollkommen lebhaft. 
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Weitere Studien tiber Anaphylaxie. 


Von 
Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. 5.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20, September 1912.) 


Der direkte Versuch hat ergeben, daB nach erfolgter 
Injektion von artfremdem Eiweif im Blutplasma resp. -serum 
Fermente vorhanden sind, die das gespritzte Protein und dessen 
hdhere Abbaustufen abbauen kénnen.') Eine spezifische, nur auf 
den gespritzten Eiweifik6rper eingestellte Wirkung des Fermentes 
lieS sich im allgemeinen nicht feststellen.?) Die gemachten Beob- 
achtungen fiihrten nur zur Feststellung, dafi Fermente vom 
Typus der proteolytischen im Blute erscheinen. Wabhrscheinlich 
stammen sie aus Leukocyten. Die abbauende Fahigkeit ist 
bereits im Blute vorhanden, wenn die Rejektion des gespritzten 
Proteins noch keinen Shok auszulésen vermag. Vorhanden- 
sein von Ferment und Anwesenheit des blutfremden 
Proteins sind somit allein noch nicht ausreichend 
fiir das Zustandekommen des Shoks. Es muf noch eine 
weitere, bis jetzt noch nicht eindeutig festgestellte Bedingung 
hinzukommen. Einmal kénnte der Abbau ein eigenartiger 
sein, sei es nun in quantitativer, sei es in qualitativer Beziehung. 
Es ware auch denkbar, daB das Blutplasma allmahlich an 
Ferment verarmt und dann bei Neuzufuhr von blutfremdem 
EKiweiB das vorhandene Ferment den Abbau des gesamten 
Eiweifes nicht rasch genug vollziehen kann, so dai Abbaustufen 





1) Vgl. die Literatur von Emil Abderhalden. Schutzfermente. 
Julius Springer, Berlin, 1912. 

*) Es ware denkbar, dafs die Ursache dieser Erscheinung auf die 
Art der gespritzten Proteine zuriickzufiihren ist. Es sind denaturierte 
Proteine verwendet worden. Es ist méglich, daB durch die Denaturierung 
die feineren Eigenschaften verloren gehen und in mancher Hinsicht ein 
allgemeinerer Charakter zutage tritt. Bei biologischen Prozessen sind 
sicher chemische und physikalische Eigenschaften ausschlaggebend. Die 
Denaturierung vernichtet manche Feinheiten. 
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mit fiir den Organismus schidigenden Wirkungen linger und 
in gréferer Masse erhalten bleiben, als bei Vorhandensein 
grOberer Fermentmengen. Wir wissen nach neueren Fest- 
stellungen, dai das Ferment, bevor es den Gleichgewichts- 
zustand eines Substrates stért, mit diesem eine Verbindung 
eingeht. Nach erfolgter Spaltung wird das Ferment wieder 
frei, sofern es nicht von Spaltprodukten festgehalten wird. 
Findet eine Anhiufung von Spaltprodukten statt, dann kénnen 
diese den weiteren Abbau hemmen. Fiir eine solche Annahme 
sprechen die Beobachtungen von Pfeiffer und Mita,!) die 
bei der sogenannten Antianaphylaxie fiir kurze Zeit ein Auf- 
horen der spaltenden Wirkung des Serums feststellten. 

Die spaltende Wirkung des Serums von Tieren, denen 
EiweiB eingespritzt worden ist, ist zuerst von mir beobachtet 
und mittels Polypeptiden und gereinigten Peptonen festgestellt 
worden.!) Diese Produkte wurden als Substrat gewahlt, weil 
ich tiber die Art ihres Abbaus genau orientiert war und so- 
mit eintretende Anderungen des Drehungsvermégens des Fer- 
mentsubstratgemisches genau deuten konnte. Nachdem ein- 
wandfrei auch mit analytischen Methoden erwiesen war, dah 
der tierische Organismus auf die Zufuhr von artfremden Pro- 
teinen mit der Abgabe von Fermenten an das Blut antwortet, 
die Peptone und bestimmte Polypeptide spalten, wurden auch 
Proteine als Substrate gewihlt. Unabhingig von uns priiften 
Pfeiffer und Mita?) das Serum von anaphylaktischen Meer- 
schweinchen auf die Anwesenheit von Eiweifi abbauenden 
Fermenten. Unsere Resultate deckten sich, was die Feststellung 
proteolytischer Fermente anbetrifft. 

Wir haben unsere Versuche noch mehrmals nachgepriift 
und stets das gleiche Resultat, das schon eingangs erwahnt 
ist, erhalten. Wir haben auch wiederholt das Stadium der 
Antianaphylaxie untersucht und gefunden, daf der Abbau durch 


'‘) Emil Abderhalden, Schutzfermente. J. Springer. Berlin 1912. 
Hier findet sich die Literatur. 

*) Hermann Pfeiffer und S. Mita, Experimentelle Beitrage zur 
Kenntnis der EiweiB-AntieiweiBreaktion. Zeitschrift f. Immunitatsforschung 
und experimentelle Therapie, Bd. 6, S. 18, 1910. 
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das in dieser Periode entnommene Serum eingeschriinkt bis 
vollig aufgehoben ist. Wir kénnen somit die Beobachtungen 
von Pfeiffer und Mita bestitigen. 

SchlieBlich haben wir unsere Versuche noch in folgender 
Weise erginzt. Sensibilisierte Meerschweinchen wurden in 
drei Gruppen geteilt. Den einen wurde Blut entnommen und 
dessen Serum mit dem Antigen gemischt teils der Dialyse 
unterworfen, teils mittels der optischen Methode gepriift, ob 
abbauende Fermente vorhanden waren. Es wurde mit beiden 
Methoden ein Abbau gefunden (12 Versuchstiere). Bei einer 
zweiten Serie wurde das Blutserum fiir sich dialysiert, um 
festzustellen, ob das Blutserum in der Periode, in der der 
Shok auslosbar ist, an und fiir sich biuretgebende Stoffe ent- 
halt. Mit Ausnahme eines Falles fiel die Biuretprobe stets 
negativ aus (5 Tiere). Endlich wurde folgender Versuch aus- 
gefiihrt. Bei 6 Meerschweinchen wurde die Reinjektion 18 Tage 
nach der ersten Injektion von Eiereiweifs (1 g intravends) aus- 
gefiihrt und dem ersten Versuchstiere nach 5, dem zweiten 
nach 15, dem dritten nach 30, dem vierten nach 45, dem 
finften nach 60 und dem sechsten nach 90 Minuten Blut ent- 
nommen. Das ausgeprefite Serum wurde in Diffusionshiilsen 
gebracht. Wir verwendeten jedesmal 10ccm Serum. Es wurde 
gegen destilliertes Wasser dialysiert. Nach 16stiindigem Ver- 
weilen im Brutschrank wurde die AuBenfliissigkeit in der ge- 
wohnten Weise auf Biuretreaktion gepriift. Bei den beiden 
ersten Versuchen war die Reaktion negativ, dagegen erhielten 
wir in den vier iibrigen Versuchen eine ausgesprochene Biuret- 
reaktion. Es war somit gelungen, das in der Blutbahn 
gebildete Pepton im Stadium des Shoks nachzuweisen. 
Wir waren in friiheren Fallen nicht so gliicklich gewesen. 
Es liegt dies offenbar daran, daB wir die Zeit nach erfolgter 
Reinjektion zu kurz wiahlten, ferner zu wenig Serum priften') 





') H. Pfeiffer und Mitra (l.c.) hatten nur negative Resultate 
bei der Priifung des Serums von Tieren, die sich im anaphylaktischen 
Shok befanden, auf biuretgebende Abbauprodukte. Ihre Ergebnisse dirften 
ebenfalls auf in zu geringer Menge vorhandene biuretgehende Stoffe zuriick- 
zufiihren sein. 
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und zur Reinjektion zu wenig Eiweif anwandten. In anderen 
Fallen waren offenbar zur Zeit der Blutentnahme zu wenig 
biuretgebende Korper gebildet. In zwei Fallen lieB sich durch 
starkes Eindampfen des Dialysates die Biuretreaktion, die mit 
dem verdiinnten Dialysat negativ ausgefallen war, zu einer 
positiven gestalten. Der Peptonnachweis im Blutserum wird 
stets ein unsicherer sein, weil die Empfindlichkeit der Biuret- 
reaktion ihre Grenzen hat und es vom Zufall abhingt, das 
Serum im richtigen Moment zu gewinnen. Vielleicht gibt die 
Verwendung des Triketohydrindenhydrats konstantere Resultate. 
Der sichere Nachweis der Anwesenheit von Pepton im Blut- 
serum nach erfolgter Reinjektion des zuerst gespritzten Ei- 
weifes scheint uns eine noch bestehende Liicke auszufiillen. 
Man wird sicher in Zukunft neben der Feststellung eines Tem- 
peratursturzes im Stadium des Shokes und den iibrigen Er- 
scheinungen auch eine Priifung auf vorhandene Fermente 
und, wenn mdglich, den Nachweis gebildeter, in der Blutbahn 
vorhandener Peptone verlangen miissen, um das Bild der 
Anaphylaxie und speziell. des anaphylaktischen Shokes zu 
einem eindeutig erwiesenen zu gestalten. Ferner wird man 
umgekehrt aus dem Befund von proteolytischen Fermenten im 
Blutserum die Gefahr eines anaphylaktischen Shokes nach er- 
neuter Injektion des Antigens voraussehen kénnen — eine 
Feststellung, die ohne Zweifel klinische Bedeutung hat. 























Uber die Methylierung des Hamins. 
IV. Mitteilung. 


Von 


William Kiister. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Tierarztl. Hochschule in Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. September 1912.) 





Vor zwei Jahren!) habe ich eine erste kurze Notiz tiber 
das Dimethylhimin verdffentlicht, wonach einmal der Befund 
Nenckis?) bestatigt wurde, daf durch Einwirkung von Methyl- 
alkohol und Salzsaure auf das «Acethimin» zwei Methyle ein- 
treten, und in der dann eine neue Darstellungsart desselben 
K6rpers beschrieben wurde, bei der von der Verwendung von 
Essigséure abgesehen wurde. Diese Herstellung griindete sich 
auf die Methode von Mérner;*) das in guter Ausbeute ent- 
stehende Rohprodukt wurde sogleich mit Hilfe von Pyridin und 
Chloroform gelést und durch Eintragen dieser Lésung in salz- 
siurehaltigen Methylalkohol reines Dimethylhamin gewonnen. 

Seitdem haben wir uns mit den Rohprodukten naher be- 
faBt und gefunden, daf nicht nur die Ausbeuten schwanken und 
die Zusammensetzung der Rohprodukte in bezug auf die Menge 
der einzelnen Bestandteile eine wechselnde sein kann, sondern 
dafi auch die nach dem in der zweiten Mitteilung*) angegebenen 
Verfahren getrennten Individuen des Gemisches nicht immer 
die gleichen Eigenschaften aufweisen. 

Und zwar handelt es sich einmal um die elementare Zu- 
sammensetzung des Dimetylhaémins, die bei einem Praparat °*) 
etwas hodhere Werte fiir den Kohlenstoff aufwies, als sich fiir 

') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 43, S. 2960 (1910). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 30, S. 384 (1900). 

3) Nordisk. Med. Arch., Festband 1, Nr. 26 (1896), und Diese Zeit- 
schrift, Bd. 29, S. 187 (1900). 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 45, S. 1935 (1912). 

°) Es handelt sich um das im experimentellen Teil mit Nr. 1 u. 2 


bezeichnete Praparat. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXII. 8 
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die Formel C,,H,,O,N,FeCl berechnet, und dann um das Ver- 
halten der Monomethylhaminfraktion verschiedener Priaparate 
gegentiber 0,7°/oiger Kaliumcarbonatlésung, aus dem hervorzu- 
gehen scheint, daB wir es mit den beiden, durch das Vorhanden- 
sein zweier Carboxyle') im Hamin bedingten Isomeren zu tun 
haben. Da nun immer das gleiche Verfahren bei der Herstellung 
der Rohprodukte angewendet wurde, kOnnte das Auftreten der 
isomeren Monomethylhémine auf eine Verschiedenheit des Blutes 
verschiedener Individuen in bezug auf das Himoglobin derselben 
zuriickgefiihrt werden. Halten wir uns namlich an die Vorstellung 
einer polypeptidartigen Bindung des Hamochromogens an das 
KiweiB,?) so kann diese entweder mit beiden Carboxylen an 
zwei Aminogruppen des Globins erfolgen oder mit dem einen 
oder dem anderen Carboxyl und einer Aminogruppe. In letzterem 
Falle ware es vor allem méglich, da8 bei der Herstellung von 
Himin mit Hilfe von Methylalkohol das freie Carboxyl vorwiegend 
verestert wiirde, sodaBi ein Gemisch von Monomethylhaéminen 
entsteht, das einmal hauptsichlich aus dem Ester des Carbo- 
xyls A, ein andermal vorwiegend aus dem Ester des Carboxyls B 
besteht. Da ferner das eine Carboxy]l (z. B. A) starker ist als das 
andere,*) so wird, wenn A frei war, eine weitere Methylierung 
in geringerem Mafstabe eintreten, als wenn B frei war, in welchem 
Falle also ein héherer Gehalt des Rohprodukts an Dimethyl- 
himin vorausgesehen werden kann.‘) 

In meiner zweiten Notiz iiber die Methylierung des Himins 
in den «Berichten» ist auf diese Verhialtnisse nicht eingegangen 
worden, ich habe nur die Aufarbeitung des bei einem Versuch 
mit 15 1 Blut erhaltenen Rohprodukts beschrieben. In der vor- 
liegenden Zusammenstellung kommen fiinf weitere Rohprodukte 


‘) Der Beweis hierfiir wurde in der dritten Mitteilung tiber das 
Dimethylhimin durch die Oxydation desselben zum Ester der Hamatin- 
siure C,H,O,N erbracht. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 45, S. 25038 (1912). 

*) Vgl. Diese Zeitschrift, Bd. 66, S. 242 (1910). 

*) Vgl. Diese Zeitschrift, Bd. 66, S. 197 (1910). 

*) Die Méglichkeit einer betainartigen Bindung zwischen Carboxy] 
resp. Carbmethoxyl und den additionsfahigen Stickstoffatomen, auf welche 
ich Ber., Bd. 45, S. 1936, hingewiesen habe, kompliziert diese Verhalt- 


nisse natiirlich noch weiter. 
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hinzu, soda ein Vergleich mit dem beschriebenen Fall méglich 
wird, der folgendes ergibt. 

Obwohl das Verfahren Morners?) stets in gleicher Weise 
gehandhabt wurde, schwankten die Ausbeuten recht betrichtlich, 
wir haben pro Liter Blut 2,6—4,6 g Haimin erhalten. Die Aus- 
beuten sind also immer recht gute, insofern sie die mit Hilfe 
von Athylalkohol erzielten erreichen oder sogar iiberschreiten 
und an die bei Verwendung von Eisessig zu verwirklichenden 
manchmal herankommen,?) die Eisessigmethode Schalfejeffs 
liefert aber viel gleichmafigere Resultate. 

Die hohen Werte sind aber nicht etwa auf groBe Mengen 
von beigemengtem Eiweif zuriickzufiihren, wie wir durch Her- 
stellung der «Dehydrochloridhémine« eigens feststellten, auch 
war der nach dem Abpressen der Farbstofflésung erhaltene Blut- 
kuchen augenscheinlich in jedem Fall gleichmafig frei von Farb- 
stoff. Die Héhe der Ausbeuten diirfte vielmehr damit zusammen- 
hangen, da es eine in Methylalkohol leichter und eine sehr 
schwer lésliche Modifikation des Monomethylhimins gibt; je 
mehr von der ersteren gebildet wird, desto schlechter werden 
die Ausbeuten, desto weniger enthalt dann die Monomethylhimin- 
fraktion von der leichter léslichen Modifikation. Hand in Hand 
mit dem Vorwalten der schwerer léslichen Modifikation geht 
aber auch ein erhdhter Gehalt an in Methylalkohol unléslichem 
Dimethylhimin, und je mehr von letzterem gebildet wird, desto 
besser die Ausbeute. Es ist nun bemerkenswert, dab, wie auf 
Grund vieler Beobachtungen gesagt werden kann, gerade das 
Blut sehr kraftiger Tiere nach der Methode Morners verarbeitet 
schlechte Ausbeuten, allerdings aber auch immer ein sehr schénes 
Praparat liefert (vgl. Tab. I). 





') Es wurde nur an Stelle des Athylalkohols 90°/oiger Methylalkohol 
verwendet. 

2) Wenn Piloty (Liebigs Ann., Bd. 377, S. 361, 1910) Ausbeuten 
von «7,3 g pro Liter» angibt, so beziehen sich diese natiirlich auf das 
Liter Pferdeblut-Kérperchen, nicht auf das Blut. Ubrigens kann ich 
die Verwendung von Blutkérperchen, auf die ich als manchmal niitzlich 
schon friher hingewiesen habe (Diese Zeitschrift, Bd. 40, S. 404, 1903), 
im allgemeinen nicht zur Haminbereitung nach Schalfejeffs Methode 
empfehlen. Man erhalt haufig ein stark eiweifhaltiges Produkt. 


* 
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Bei der Bestimmung der Methylzahl der Rohprodukte nach 
Zeisel wurden, mit einer Ausnahme, Werte zwischen 2 und 3 
gefunden, wahrend ein Dimethylhimin 4,4°/o Methyl verlangt, 
es handelte sich also augenscheinlich um Gemische von mono- 
und dimethylierten Haminen, trotzdem erwiesen sich die Roh- 
produkte, mit zwei Ausnahmen, als unloéslich in kalter 5°/oiger 
Natriumearbonatlésung. Die eine betraf ein Praparat, das nur 
0,7 °/o Methyl enthielt (Tab. I Nr. 6) und sich also schon hier- 
durch von den iibrigen Rohprodukten unterschied, die zweite 
Ausnahme machte aber ein Rohprodukt mit i. D. 2°/o Methyl 
(Tab. I Nr. 3). Hier wurde dann auch versucht, eine Trennung 
des Gemisches auf chemischem Wege, d. h. gerade durch Be- 
handlung mit Soda zu erreichen, wobei sich zeigte, daf der 
mit einer zur volligen Neutralisation unzureichenden Menge des 
Alkalis bereits in Lésung gehende Anteil ebenfalls 2,08°/o CH, 
enthielt, wahrend der zunidchst auf dem Filter bleibende Rest 
beim Auswaschen allmahlich in colloide Lésung ging. So er- 
schien es auch hier nicht ratsam, die Trennung auf dem gedachten 
Wege zu versuchen. Sie gliickte bis zu einem gewissen Grade 
bei allen Praparaten, nachdem sich Aceton und auch Chloroform 
als nicht geeignet erwiesen hatten, schlieflich auf folgendem 
Wege. Das schwefel- und salzsiiurefrei gewaschene, getrocknete 
und mit Petrolaither') extrahierte Rohprodukt wird zunachst mit 
Benzol heifi extrahiert (Teil A), dann mit Chloroform geschittelt, 
bis nur noch geringe Substanzmengen herausgelést wurden (Teil B), 
und der Riickstand (C) schlieBlich mit siedendem Methylalkohol 
erschopfend behandelt. 

Teil A. Der nach dem Abdestillieren des Benzols ver- 
bleibende Riickstand erwies sich meist als zum gr6ften Teil in 
kaltem Benzol unldslich (Ac), der hier in Lésung gegangene 
Anteil konnte dann durch Petrolather gefillt werden (Ab), im 
Filtrat blieben nur geringe Mengen fester Substanz (Aa). 





‘) Hierbei wird eine harzige Masse herausgeliést, die wie ein rohes 
Wollfett aussieht; ihre Lésung in Chloroform gibt denn auch mit konzen- 
trierter Schwefelséiure die Cholesterinreaktion. Ein Rohprodukt, das sich 
aus den Filtraten des zuerst abgeschiedenen Hamins im Laufe einiger 
Tage abgesetzt hatte, gab dagegen an Petrolither direkt Cholesterin ab, 
das nach dem Umkrystallisieren den Schmelzpunkt 147—149° zeigte. 
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In den Anteilen Ab liegt ein Dimethylhimin vor, das aufer 
durch die Loéslichkeit in Benzol dadurch charakterisiert ist, daf 
es beim Erhitzen mit 5°/oiger Sodalésung nicht verindert wird. 
Die Fraktionen Ac enthielten nur 3—3,5°/o Methyl; es liegt 
ein Gemisch von di- und monomethylierten Himinen vor, dem 
ersteres durch Chloroform entzogen werden kann. Entsprechend 
enthalten die durch Chloroform extrahierten Fraktionen B nicht 
unbetrachtliche Mengen in Benzol léslicher Substanz, trotzdem 
mit Benzol vorher bis zur Erschépfung extrahiert worden war, 
die sich als Dimethylprodukt erwies, wahrend der Rest immer 
noch ein Gemisch von Di- und Monomethylhamin vorstellt. Diese 
Verhaltnisse erklaéren sich dadurch, daf auch reines Dimethyl- 
haimin beim Abdampfen seiner benzolischen Lésung stets zu 
einem Teil in Benzol unléslich wird, wahrend sich derselbe in 
Chloroform noch lést und dann nach Verdampfen dieses Losungs- 
mittels auch wieder in Benzol léslich geworden ist. 

Der nach der Extraktion mit Benzol und mit Chloroform 
verbleibende Riickstand (C) tiberwiegt der Menge nach in allen 
Rohprodukten; er betrug z. B. 67, 86 und 60°/o (vgl. Tab. 1) 
und stellt ein Monomethylhéimin vor, das sich durch Methyl- 
alkohol in leichter und sehr schwer lésliche Anteile (C,) trennen 
lieS. Von ersteren erwies sich dann wieder nach dem Abde- 
stillieren des Methylalkohols der grofere Teil als sehr schwer in 
diesem Alkohol léslich (C,).!) Es scheint also auch beim Mono- 
methylhamin geradeso wie beim Dimethylhimin die Méglichkeit 
einer Umwandlung in eine zweite Modifikation zu bestehen. Hier 
liegen aber noch kompliziertere Verhaltnisse vor, denn die Frak- 
lionen C, verschiedener Rohprodukte zeigten in ihren Eigen- 
schaften feine Unterschiede. Die Fraktionen C, von den Roh- 
produkten 1 und 2 sowie 4 listen sich bei kurzer Einwirkung 
5°/oiger Sodalésung nicht, wohl aber beim Erwiarmen, in kalter 
1°/oiger Natronlauge lésten sie sich allmahlich vollstandig, wobei 
auch das Chlor abgespalten wurde, allerdings ebensowenig quan- 
titativ als aus dem Hamin selbst. Die Fraktion C, des Roh- 
produkts C, léste sich dagegen in derselben Sodalésung bei 





‘) Mit C, ist dann der im Methylalkohol léslich bleibende Anteil 
bezeichnet. 
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ganz schwachem Erwaérmen.') Da nun der Prozentgehalt an 
Methyl mit diesem Verhalten Hand in Hand ging — er betrug 
bei 1 und 2 sowie bei 4 etwa 2°/o; bei 3 dagegen nur 1,65°/o —, 
glaubte ich zunachst, eine Beimengung nicht methylierten Himins 
bedinge die Léslichkeit, ein Zusatz von etwas Acethaémin zu 
einer Probe der Fraktion C, von 1 und 2 bewirkte indessen nicht 
die Losung der ganzen Menge.?) In der Tat spricht nun das 
Verhalten gegen 0,7°/oige Kaliumcarbonatlésung dafiir, da8 wir 
es in der Fraktion C, von 3, welches Rohprodukt aus dem Blut 
eines sehr kriiftigen Tieres gewonnen wurde, mit einem K6rper 
zu tun haben, der sich von der entsprechenden Fraktion des 
Rohprodukts 4 chemisch unterscheidet, wahrend C, von 1 und 2 
eine Mittelstellung einnimmt. 

C, von 3 léste sich naémlich in 0,7°/oiger Kaliumcarbonat- 
ldsung, wenn auch langsamer als in der 5°/oigen Sodalésung, 
vollistiindig auf, eine Verseifung trat nicht ein, die gel6ste Sub- 
stanz wies noch einen bedeutenden Gehalt an Chlor auf. C, von 
1 und 2 sowie von 4 lésten sich nicht vollsténdig unter denselben 
Bedingungen, die ungeléste Substanz war nicht verseift, enthielt 
aber bemerkenswerterweise kein Chlor mehr oder nur Spuren, 
in der gelésten war bei 1 und 2 teilweise Verseifung eingetreten, 
aber alles Chlor entfernt. 

Auf die Folgerungen, welche dieses Verhalten in bezug auf 
die Struktur dieser Monomethylhémine vielleicht schon zulaBt, 
komme ich zuriick, nachdem die Tatsache beleuchtet worden 
ist, daf das eine Monomethylhimin unter der Einwirkung von 
0,7°/oiger Kaliumcarbonatlésung sein Chlor selbst aus den nicht 
in Lésung gegangenen Teilen so gut wie vollstandig abgegeben 
hat, wihrend das andere selbst in den gelésten Teilen noch be- 
deutende Mengen von Chlor enthalt. Es ist beim Haimin selbst 
schon lange bekannt, daB einerseits ein Behandeln mit heiBem 
Wasser geniigt, um einen Teil des Chlors zu entfernen, ander- 


‘) Die Fraktionen C, und C, vom Rohprodukt 3 mit 1,4°/o Methyl 
listen sich schon in 5°/oiger Sodalésung bei Zimmertemperatur. 

*) Auch der S. 138 beschriebene Versuch, wonach bei der Be- 
handlung des Rohprodukts 3 mit einer zur vollsténdigen Lésung nicht 
ausreichenden Menge Natriumcarbonat ein Monomethylhamatin zunachst 
in Lésung geht, spricht gegen die Anwesenheit nicht veresterten Himins. 
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seits selbst beim Auflésen in Alkalien ein Teil des Chlors nicht 
von der organischen Substanz abzutrennen ist. Wir treffen also 
bereits beim Hamin genau dieselben Erscheinungen an wie bei 
den Monomethylhaminen, nur scheinen sie dort an einem che- 
mischen Individuum vor sich zu gehen, hier an verschiedenen, 
d. h. aber das Hiimin selbst kann bereits in zwei Modifikationen 
reagieren, die durch die Methylierung einen gewissen Grad von 
Stabilitat erlangen.') Noch deutlicher tritt die Reaktionsfihigkeit 
nach zwei Richtungen beim Dimethylhimin hervor, indem hier 
bereits verschiedene Lésungsmittel einen Einfluf haben. 

Wie ich schon in der II. Mitteilung hervorhob, wird eine 
Lésung von Dimethylhamin in Chloroform sichtbar leichter durch 
Hydrazin zum entsprechenden Hamochromogen reduziert als 
eine L6sung in Benzol. Entsprechend wurde in den Riickstanden, 
die nach Abdestillieren des Lésungsmittels aus einer benzolischen 
Ldosung des Dimethylhamins hinterbleiben, eine Modifikation auf- 
gefunden, die das Chlor fester gebunden enthilt als frisch her- 
gestelltes Dimethylhaimin. 

Aus allen Beobachtungen geht meines Erachtens zunéchst 
mit Sicherheit hervor, daB das Chlor im Himin nicht nur an 
das Eisen gekettet ist, sondern auch an den Stickstoff, was natiir- 
lich nur méglich ist, wenn letzterer additionsfahig ist. Diese 
letztere Annahme ist aber in der Tat zulissig, weil das Himato- 
porphyrin ausgesprochen basische Kigenschaften aufweist und, 
wie ich gezeigt habe,?) beim Ubergang von Himin in Himato- 
porphyrin keine Verdanderungen vor sich gehen, die das Entstehen 
additionsfahigen Stickstoffs zur Folge haben kénnten. Da nun 
ferner das Himatoporphyrin zweibasisch ist, haben wir es auch 
mit zwei additionsfahigen Stickstoffatomen im Hamin®) zu tun, 
und die Annahme liegt nahe, daf beide mit der Chlorferrigruppe 





1) Ich darf hier wohl an das Beispiel der Blauséure und ihrer 
Alkylderivate, der Nitrile und Isonitrile, erinnern. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 45, S. 1943 (1912). 

%) Der direkte Nachweis fiir basische Gruppen im Hamin ist noch 
nicht gegliickt, der Salzbildung steht die Chlorferrigruppe hindernd im 
Wege, wie daraus hervorgeht, daf\ z. B. Uberchlorsdure einen Teil des 
Chlors verdringen kann. Ein Additionsprodukt mit Methylchlorid habe 
ich in der 2. Mitteilung beschrieben. 
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des Himins in Verbindung stehen kénnen, woraus sich sofort 
auch fiir das Eisen die zuerst von Willstatter!) geforderte 
Bindung mit Partialvalenzen an diese beiden Stickstoffatome er- 
gibt. Da nun aber ein Teil des Chlors sich als leicht abspaltbar 
erweist, kann die geschilderte Bindung keine vollstandige sein, 
was dadurch zu erkliren ist, dafb die beiden Carboxyle des 
Himins einen gewissen Bruchteil der vierten und fiinften Valenz 
der Stickstoffatome fiir sich unter Herstellung einer betainartigen 
Bindung in Anspruch nehmen, soda sich ein Gleichgewicht her- 
stellt, das sich fiir die sauren und basischen Gruppen des Hamins 
durch folgende Formulierung wiedergeben 1aBt: 


I. = SC] ue Fe 
(B) --COOH™' N. 


\ 
A) —COOH™ “N™™-... 
(A) O _ aif 


Durch die Methylierung wird dieses Gleichgewicht ver- 
schoben, indem die betainartige Bindung herabgedriickt wird; 
nur unter besonderen Bedingungen wird sie erhoht, z. B. durch 
das Lésen in Chloroform. 

Die Einwirkung methylalkoholischer Natronlauge auf Di- 
methylhimin, Monomethylhimin und Hémin unter gleichen Be- 
dingungen ergab nimlich als Resultat die Herausnahme von 
2/3, 3/4 und 4/5 der Gesamtmenge des vorhandenen Chlors aus 
den genannten Korpern. Da hierbei eine Verseifung nicht ein- 
trat, ist das Verfahren auch geeignet, praparativ die dem 
Hamatin entsprechenden methylierten Hamatine herzustellen. 

Im Hamin und im Dimethylhéimin liegen also chemische 
Individuen vor, die in verschiedenen, bisher untrennbaren Modi- 
fikationen reagieren kénnen, und zwar ergeben sich aus dem 
Formelbild I die beiden folgenden Grenzzustaénde Ia und Ib 
fiir das Hamin: j 


‘ ~ 
ae (a) —COoH No, 

J Fe—cl und Ib. Jamel 
(B) —COO—NH \ (B) —COOH \~ 

I/ i) 


la. 


') Liebigs Annalen der Chemie, Bd. 371, S. 49 (1909). 
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Anders liegen die Verhaltnisse beim Monomethylhimin, 
wenn wir beriicksichtigen, daf das eine Carboxy]! stirker sauren 
Charakter besitzt, als das andere, was aus dem friiher ge- 
schilderten Versuch') hervorgeht, wonach bei der Dialyse einer 
Himatinnatriumlésung, die mit Hilfe zweier Molekeln Natron- 
lauge auf eine Molekel Hématin hergestellt ist, eine Molekel 
Natriumhydroxyd in das Aufenwasser tritt und was durch die 
Zusammensetzung unserer Rohprodukte erhirtet wird, die zum 
grOBeren Teil aus Monomethylhémin bestehen, woraus hervor- 
geht, daB das eine Carboxyl leichter verestert wird, als das 
andere. Beriicksichtigen wir ferner die Beobachtung, wonach 
die betainartige Bindung durch die Methylierung herabgedriickt 
wird, so ergibt sich die Méglichkeit, daf das starkere Carb- 
oxyl (A) zu einem Stickstoff auch noch in Beziehung treten 
kann, wenn es verestert ist, das schwichere (Bb) nur, solange 
es Wasserstoff enthalt, und damit sind die folgenden Grup- 
pierungen mdglich : 


* ~~ 
(A) COOCH,"N / (A) COOH” N * , 
Ila. ‘ FeCl IIb. WO ON---Cl--Fe 
\ COOCH, //* , \ 


(B) COO——NH ™* 


welche sich chemisch unterscheiden werden, dadurch, daB Ila 
das Chlor leichter verliert, als IIb, und daf Ila schwerer mit 
verdiinnten Alkalien reagiert, als Ilb, Verhiltnisse, wie wir 
sie bei den Fraktionen C, der Rohprodukte 4 und 3 ange- 
troffen haben. Ila wird sich z. B. in 0,7°/oiger Kaliumecarbonat- 
ldsung erst lisen, wenn bereits alles Chlor abgespalten ist, 
und auch im Ungeldsten bleibt die Gruppierung erhalten: 

(A) —CoocH, NN _/ 

//  Fe—QOH 
(B) —COO——NH ™% 
Bei IIb bleibt aber selbst im Gelésten die Gruppierung 

erhalten: 


(A) —COONa NON 


(B) —COOCH, 7 --—~ 
I 
') Diese Zeitschrift, Bd. 66, S. 196/7 (1910). 
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Aus dem Dargelegten folgt dann aber auch, daf wir es 
im Hématin mit einem Koérper zu tun haben, der sich vom 
Hamin recht wesentlich unterscheidet. Das harmonische Spiel 
der sauren und basischen Gruppen im Verbande des grofen 
Himinmolekiils wird durch das Zahlenverhiltnis 3:2 geregelt, 
im Himatin ist es gerade umgekehrt; hier sind zwei saure 
und drei basische Gruppen vorhanden. Das Hydroxyl wird vor- 
nehmlich am Eisen haften, das Metall wird daher mit weniger 
Partialvalenz an den Stickstoff verkettet sein und damit leichter 
abspaltbar werden, als aus dem Hamin, wie es tatsachlich der 
Fall ist, der Ausgleich zwischen Carboxyl und Stickstoff wird 
ungehindert stattfinden, woher die Schwierigkeit stammt, nor- 
mal zusammengesetzte Salze zu erhalten.) In diesen Ver- 
haltnissen haben wir endlich auch den Grund dafiir zu suchen, 
daf es nicht gelingt, aus dem, mit Hilfe von Alkalien aus dem 
Himin hergestellten Himatin in einer glatten Reaktion wieder 
Hiimin zu gewinnen.?) Ich fiihre im experimentellen Teil eine 
weitere Versuchsreihe in dieser Richtung an, die unter neuen 
Bedingungen ausgefiihrt wurde. Himatin, wie Monomethyl- 
himatin lésen sich némlich sehr glatt in Methylalkohol auf, 
dem wenige Tropfen verdiinnter Schwefelsdure zugesetzt worden 
sind; das gleiche Verhalten zeigen die entsprechenden Dehydro- 
chloridhimine. Die zum Sieden erhitzte alkoholische Lésung 
wurde darauf mit Salzsaéure gefallt und in sehr guter Ausbeute 
ein «Hamin» gewonnen. Die Analysen zeigten, daf einzig das 
Dehydrochloridhimin selbst Chlor wieder im berechneten Ver- 
hiltnis aufgenommen hatte, alle anderen Priaparate nahmen 
nur etwa */s der berechneten Menge auf, also gerade soviel, 
als das Hamin bei der Einwirkung alkoholischer Natronlauge 
abgegeben hatte. Bei unserem Verfahren trat nun gleichzeitig 
auch Veresterung ein und zwar wurde Hamatin, Dehydrochlorid- 
himin und Monomethylhimatin in ein dimethyliertes Produkt 
iibergefiihrt, wahrend Monomethyldehydrochloridhamin keine 
Weitermethylierung erlitt. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 66, S. 191 (1910). 
*) In neuester Zeit hat sich A. Hamsik vergeblich bemiiht, diese 
Umsetzung zu verwirklichen. Diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 35 (1912). 
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Diese rohen dimethylierten Praparate lésten sich alle in 
Chloroform und Eisessig, aber nur das aus Dehydrochlorid- 
haémin erhaltene Produkt wurde nach dem Verdunsten des 
Lo6sungsmittels in prachtigen Krystallen erhalten, die sich nicht 
merklich in Methylalkohol und verdiinnter Schwefelsdure lésten. 
Es gelingt also, die Uberfiihrung des Dehydrochloridhimins 
sowohl in Haémin wie in Dimethylhamin. Das aus Himatin er- 
haltene dimethylierte Produkt lieferte bei analoger Behandlung 
kein krystallisiertes Dimethylhamin, das aus Dehydrohiématin er- 
haltene Produkt gab an, mit verdiinnter Schwefelséure versetzten 
Methylalkohol betrichtliche Substanzmengen ab, der Riick- 
stand krystallisierte aus einem Gemisch von Chloroform und 
Essigsiiure in haminihnlichen Formen. Es ist also wahr- 
scheinlich, daf hier die Riickverwandlung erfolgt ist, sie er- 
streckt sich aber nur auf einen kleinen Teil. 

Ich halte es nach allem fiir beinahe ausgeschlossen, dab 
man, vom gewohnlichen Hématin ausgehend, zu einem «reinen» 
Hamin in quantitativer Ausbeute gelangt, trotzdem beide Korper 
zueinander gehdren, und mdchte Herrn O. Piloty nochmals 
ersuchen, die Bedingungen, unter denen er mit Eppinger zu- 
sammen die gedachte Umwandlung bewirkt hat, so scharf zu 
formulieren, dai ein jeder imstande ist, den Versuch zu wieder- 
holen. Mit meiner ersten diesbeztiglichen Aufforderung'!) habe 
ich ja nur erreicht, daf Herr Piloty die unklare Vorschrift 
aus der Dissertation seines Schiilers in die Annalen verpflanzt 
hat, anstatt neues Versuchsmaterial und einige Angaben iiber 
die Mengenverhiiltnisse zu bringen. Denn ich habe gerade die 
Behauptung Pilotys, die Umwandlung vollziehe sich «quanti- 
tativ», angegriffen, durchaus aber nicht die Mdglichkeit be- 
stritten, einen chlorhaltigen Korper zu gewinnen. Wenn also 
Piloty den Lesern der Annalen versichert, ich hatte schlief- 
lich zugeben miissen, daB ein, wenn auch nicht reines Hamin 
entsteht, so verschweigt er wohlweislich, dafi damit das Wesen 
der Streitfrage gar nicht beriihrt wird. Will doch — ich wieder- 
hole es — Piloty quantitative Ausbeuten an sogar typisch 





*) Diese Zeitschrift, Bd. 66, S. 215/216 (1916). 
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krystallisiertem Himin,') aus einer bestimmten Hamatinmenge 
erhalten haben. 

Auber dem Monomethylhimin und dem Dimethylhéimin 
wurde auch eine Anzahl von Rohprodukten der Einwirkung 
von Anilin unterzogen, einmal, um die Menge der Verun- 
reinigung durch Eiweif zu kontrollieren, dann auch, um fest- 
zustellen, ob hier ebenfalls Chlorwasserstoff, oder ob etwa 
Chlormethyl abgespalten wird, endlich, um eine Trennung der 
Bestandteile in Form der Dehydrochloridkérper zu versuchen 
und um dann durch Wiederanlagerung von Chlorwasserstoff 
zu den entsprechenden Himinen zu gelangen. Diese Versuche 
ergaben zunichst das Resultat, dafi die Rohprodukte 1 und 2, 
3 und 5 als nicht nennenswert durch Eiweif verunreinigt waren, 
das Rohprodukt 4 enthielt ca. 0,5°/o, wahrend die mit Hilfe 
von Athylalkohol gewonnenen Himine bis zu 8°/o Eiweif auf- 
gewiesen hatten. Die Chlorabspaltung war tiberall eine fast 
vollstindige, auf eine Abspaltung von Methyl deutete bisher 
nur eine Analyse und zwar bei einem aus Dimethylhémin, aus 
rohem Acethémin hergestellt, hervorgegangenen Praparat. Der 
in Ather lésliche Teil dieses Dehydrochloridproduktes enthielt 
noch 4,1°/oCH,, der nicht geléste nur 3,3°/o. Da aber ein 
analytischer Fehler nicht unwahrscheinlich ist und weitere 
Untersuchungen ergaben, daf eine Abspaltung von Methyl nicht 
stattfindet, so miissen die Vorstellungen,?) die ich mir tiber 
die Bildung der Dehydrochloridhimine gemacht habe, eine Kor- 
rektur erfahren. Bisher wurde angenommen, daf ef Austritt 
von Chlorwasserstoff zwischen einem Carboxyl- und der Chlor- 
ferrigruppe erfolge. Dies wird aber bei einem Dimethylester 
unmoglich, wenn das Hiimin als saure Gruppen nur zwei Car- 
boxyle enthalt, wie dies jetzt nachgewiesen ist. Es muf also 
der Wasserstoff von einer anderen Stelle des Molekiils fort- 
genommen werden.*) Im Anschluf an diese Folgerung haben 


‘) Piloty hat an meiner Ausdrucksweise «typisches Hamin» Anstof 
genommen, ich ersetze sie daher durch die hoffentlich eindeutige «<typisch 
krystallisiertes Hamin>. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 66, S. 234 (1910). 

8) Das diirfte auch beim Himin und den Monomethylhaminen ein- 
treten kinnen, und es ist daher damit zu rechnen, dafi die — bisher nicht 
krystallisiert erhaltenen — Dehydrochloridprodukte Gemische vorstellen. 
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wir aus einem Dehydrochloridhimin durch Einwirkung von 
Alkalien das Dehydrohimatin hergestellt, um durch die Analyse 
zu ermitteln, ob hierbei eine Einlagerung von Wasser statt- 
findet, oder ob beide Priaparate dieselbe Zusammensetzung auf- 
weisen, wie es zwei Analysen bisher méglich erscheinen lieBen.') 
Der Ausfall der neuen Analyse spricht nun zugunsten der 
ersteren Auffassung, d.h., also fiir eine Indentitit des soge- 
nannten Dehydrohiimatins mit dem Hamatin. Somit ist also 
eine endgiiltige Entscheidung noch nicht mdglich. Eine glatte 
Riickverwandlung des «Dehydrohaimatins» in ein Himin war 
natiirlich ebensowenig méglich, wie die des Hiimatins, es wurde 
sogar noch weniger Chlorwasserstoff aufgenommen, als durch 
das Hamatin. 

Die Trennung der Dehydrochloridpraparate, die aus den 
Rohprodukten erhalten worden waren, ist insofern nicht aus- 
sichtslos, als der dimethylierte Kérper in Ather léslich ist, der 
monomethylierte nicht. So wurde denn auch beim Rohprodukt 
4 ein Monomethyldehydrochloridhémin gewonnen, das, nach der 
Analyse zu urteilen, Anspruch auf Reinheit hat. Doch ist diese 
Art der Trennung natiirlich sehr umstindlich. Auch die Tren- 
nung der Rohprodukte selbst ist recht miihsam und _ liefert 
namentlich nur geringe Mengen an reinem Dimethylhimin, da 
sie ja gewOhnlich héchstens zu einem Drittel aus diesem Pro- 
dukt bestehen. So ist es fiir die Gewinnung von Dimethylhémin 
ratsam, das Rohprodukt sogleich noch einmal mit Hilfe von 
Methylalkohol und Salzséure zu methylieren, wie ich es in 
der ersten Mitteilung angegeben habe, oder vom Acethimin 
Schalfejeffs auszugehen, wobei man aber zweckmifig nicht 
mehr als 5g zu einer Operation verwendet. Dafi das hierbei 
entstehende Produkt sehr leicht l6sliche Anteile enthalt, die 
nach ihrer Analyse als ein Anlagerungsprodukt von Chlor- 
methyl an Dimethylhimin angesprochen werden diirfen, habe 
ich in der zweiten Mitteilung schon erwiahnt. Auf dieses 
interessante Produkt, das die Additionsfihigkeit eines Stickstoff- 
atoms im Hiimin direkt beweisen wiirde, soll bei weiteren 
Versuchen besonders Riicksicht genommen werden. Inzwischen 





') Diese Zeitschrift, Bd. 40, S. 414 (19083). 
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ist es uns gegliickt, mit Hilfe von Dimethylsulfat auf ein- 
facherem Wege gréfere Mengen von reinem Dimethylhimin 
zu gewinnen, woriiber in einer folgenden Abhandlung berichtet 
werden wird. 

Was die Analyse der erhaltenen Substanzen betrifft, so 
machte die Kohlen- und Wasserstoffbestimmung mancher Pré- 
parate Schwierigkeiten; namentlich wollte es nicht gelingen, 
bei den aus dem Rohprodukt 1 und 2 dargestellten Hiéminen 
einheitliche Resultate zu ertibrigen, die Werte fielen fiir den 
Kohlenstoff meistens um !/2 bis 1°/o zu hoch aus. 

Treffliche Dienste leistete die Zeiselsche Methode der 
Methoxylbestimmung; es sei hier erwahnt, daf das zweite 
Methyl sich als viel leichter abspaltbar erwies, als das erste’) 
und dafi die Abspaltung aus den methylierten Hamatinen etwas 
schwieriger vonstatten ging, als aus den Haminen, was aber 
auch damit zusammenhéngen mag, daf letztere volumindsere 
Pulver geben, als erstere. 

Erwihnt sei ferner, dafi mehrere Male auch eine Alkyl- 
bestimmung nach Herzig-Meyer ausgefiihrt wurde, wobei 
jedoch stets nur minimale Mengen der Silberverbindungen er- 
halten wurden. Eine Wanderung der Alkyle der bei der Ein- 
wirkung des Jodwasserstoffs entstehenden substituierten Pyrrole 
(Hiimo-, Krypto- und Phyllopyrrol) vom Kohlenstoff zum Stick- 
stoff, also die Umkehrung einer experimentell zu verwirklichenden 
Reaktion, tritt somit bei etwa 130° nur im geringsten Maf8e 
auf. Dagegen findet, wenn man die Méglichkeit einer betain- 
artigen Bindung zugibt, die Wanderung des Methyls vom Stick- 
stoff zum Sauerstoff sehr leicht statt, da die Abspaltung beim 
Arbeiten nach der Methode Zeisels stets vollstandig wurde. 
Solche Wanderungen sind aber vielfach beobachtet worden,?) 


1) Dimethyhamine zeigten Abspaltung von Methyl gew6éhnlich schon, 
bevor die Jodwasserstoffsiure ins Sieden kam, Monomethylhimin dagegen 
meist erst 5 bis 10 Minuten, nachdem der Siedepunkt der Saure er- 
reicht war. 

*) Vel. z. B. Willstatter, Ber., Bd. 35, S. 584 (1902); Bd. 37, 
S. 401 (1904). — Goldschmiedt-Hénigschmid, Ber., Bd. 36, S. 1850 
(1903); Monatshefte, Bd. 27, S. 849 (1906); Bd. 28, S. 1063 (1907). 
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so daf die Tatsache der Abspaltung des Methyls nach Zeisel 
nicht gegen die Bindung an den Stickstoff herangezogen 


pote es ee ana nit 


werden kann. 


Experimenteller Teil. 


Tabelle I. 


Darstellung, Ausbeute und Eigenschaften der mit Hilfe von Methylalkohol 
nach Mérners Methode erhaltenen Rohhaimine. 


nnn} 






































Aus- °/o Mono- 
Pri- | Blut- Nach a /o Mono 
ee LT heute!) [Methyl] zicat, | 0 | 2 Na.COs | methythamin 
parat-|menge} ge. | pro a — 
N samt|Liter}@/kohol] der | CH3} ,an | nein | Ge-.| In CHLOH 
“" | Liter | in g Salzséiure samt|schwer lés!. 
| 
1.2] 28 [7432.65] veer] soeteien 0.2 6|Loante | Hisune] 67) 42,5 
| | vA J : 1 8 os ’ | rp 
’ oll a i mit i u. 2,2 Losung all 16 
| in | 
4 15 {70,2)4,68 10% > 2,8 Spuren | Lisung] 60 4) 
| 1/,Stundeim eu 
4 = = Wasser] /4 $0 - ‘ ke} s 
a 15 |52 3,4 ~ Pa 3,2 aoa Lisung} —- diate 
, ” or sogieich . oe 
6 15 {70 (267 a abpokihlt 0,75 pene — —_ ‘nen 
7 | 15 [2 28 , 2,46] oceng|Losung] —| 9 — 
Analytische Belege. 
Prap. 1 u.2. 0,3127 g Subst. (120°): 0,1206 g AgJ nach Zeisel = 2,46 % CH, 
0,3146 > » (i.Vak.): 0,1285> » > > =2,6°%o >» 
0,2661 » (110°): 0,1116> » >” > == 2,68°%o » 
> 3. 0,1739 > (120°): 0,0503 » » > =1,85°o » 
0,2036> » (110°): 0,0700> » > > == 219% : 
4. 0,316 » (110°): 0,13882> >» > > == 38%. >» 
dD. 0,2744> » (110°): 0,1371> » > > = 3,19%o » 
6. 0,2474> » (110°): 0,027 » » > > =0,7°%o >» 
> 7. O,f1616> » (110°): 0,0622> » > > == 2,46%o » 


A. Beschreibung der einzelnen Rohprodukte. 





Praparat Nr. 1 und 2 war aus dem Blut verschiedener 
Tiere erhalten worden, 28 1 lieferten 74,3 g eines braunvioletten 
Pulvers, das, unter dem Mikroskop betrachtet, nur undeutlich 


‘) Mit Athylalkohol wurde bei einer Reihe von Darstellungen 2,4 
bis 3,9 g Hamin pro Liter Blut erhalten. 
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krystallisiert erschien. Nach der Analyse zu urteilen, konnte 
es ein Dimethylderivat vorstellen. 
0,1600 g Substanz (100°): 0,3723 g CO, und 0,081 g H,O 


0,0977 » » (100°): 6,8 ccm N, 9°, 738,5 mm 
0,2025 » | (100°): 0,0440 g AgCl (Carius). y 
c H N C] Fe 
Berechnet fiir C,,.H,,0O,N,FeCl: 63,57°/o 5,34°/o 8,22°/o 5,22%o 8,22°/) 
Gefunden : 63,40°%o 5,63°/o 8,382%o 5,37 °/o — 





Die schon angegebenen Methylzahlen wiesen aber auf 
ein Monomethylderivat, auch léste sich das in kalter Soda un- 
losliche Produkt beim Erwarmen auf. Es wurde nun versucht, 
durch weitere Methylierung zu einem Dimethylhamin zu 
gelangen. Zu diesem Zweck wurden 5 g mit 80 ccm Chloro- 
form geschiittelt, filtriert und das Ungeléste mit 50 ccm Chloro- 
form nachgespiilt. Das Gesamtfiltrat wurde in 200 g Methyl- 
alkohol eingetragen, der zum Sieden erhitzt und dann mit 
25 ccm 40°/oiger Salzséiure versetzt worden war, worauf noch 
auf dem Wasserbade erhitzt wurde, bis sich der zum Um- 
rihren benutzte Glasstab mit schwarzen Krystallen bedeckte. 
Das nach eintiigigem Stehen abgesetzte Produkt wurde abge- 
saugt und mit Methylalkohol chlorfrei gewaschen, dann im 
Vakuum getrocknet. Aus 3g bei der soeben beschriebenen 
Behandlung in Lo6sung gegangenen Farbstoff wurde hier nur 
1 g wiedererhalten, aus Aceton, in dem das Préparat sehr 
leicht und voOllig léslich war, in feinen Nadeln krystallisierend, 
in Soda auch beim Erhitzen nicht léslich. 
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Analyse. 
0,1470 g Subst. (100°): 0,3422 g CO, u. 0,0716 g HO = 63,49%v Cu. 5,429) H 
0.1667 > » (120°): 0.0347» AgCl (Carius) = 5,15% Cl 
0,0913> >» (110°): 00597» AgJ (Zeisel) = 4,19%o CH,. 
Danach liegt hier nun wirklich ein Dimethylhémin vor, 
das aber in sehr schlechter Ausbeute erhalten worden war. 


In der Tat schied sich aus den Mutterlaugen nach dem Verdampfen 
des Chloroforms noch «Himin» ab, das aber in Methylalkohol sehr leicht 
léslich war. Da nun auch nach Abdestillation des gréften Teils des 
Lisungsmittels keine Abscheidung eintrat, wurde durch 25°/oige Salz- 
siiure gefiullt, der Niederschlag abfiltriert und chlorfrei gewaschen. Hier 
lag nun aber ein in seiner Zusammensetzung wesentlich von einem 
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Hamin abweichender Kérper vor, der sich auch schon dadurch unter- 
schied, dafs beim Erhitzen auf 110° ein Zusammensintern eintrat. 
Die Analyse gab namlich folgende Werte: 
0,1355 g Substanz (110°): 0,2893 g CO, und 0,0655 g H,O 
= 58,23°/o C und 5,37°/o H 
0,2105 g Substanz (120°): 0,0869 g AgCl und 0,0230 g Fe,O, (Carius) 
= 10,21°o Cl und 7,65°/o Fe 
0,1469 g Substanz (110°): 0,1870 g AgJ (Zeisel) = 5,95°%/o CH,. 
Es mufi also eine Addition von Methylchlorid erfolgt sein. ') 


Wie erwihnt, waren bei der erstmaligen Behandlung mit 
Chloroform von den verwendeten 5g nur etwa 3 g_in Lésung 
gegangen. Der Rest von etwas iiber 2 g léste sich nun sehr 
leicht und fast vollstandig in 2 g Chinin und 90 ecm Chloro- 
form,?) welche Lésung alsdann in 150g Methylalkohol einge- 
tragen wurde, der zum Sieden erhitzt und mit 20 cem 40 °/oiger 
Salzsaure versetzt worden war. Am nichsten Tage wurden 
die sehr schénen Krystalle abgesaugt, mit verdiinnter Salzséure 
chininfrei und mit Wasser chlorfrei gewaschen. Nach dem 
Trocknen im Vakuum ergab sich ein Gewicht von fast 2 g, 
wovon 0,2 g beim Waschen mit Aceton abgegeben wurden. Der 
Rest léste sich leicht und vollstandig in Chloroform und krystal- 
lisierte daraus in préchtigen, himina&hnlichen Formen. Ge- 
pulvert erschien die Substanz braunviolett, sie léste sich nicht 
in heifer Sodaldsung. 

Auch hier gab die Analyse zu hohe Werte fiir den Kohlenstoff, 
leider differierten sie nicht unerheblich. 

0,1060 g Subst. (110°): 0,2557 g CO,, 0,0578 g H,O und 0,0132 g Fe,0, 
= 65,79°%o C, 6,06°;0 H und 8,68°o Fe 
0.1463 >» » (100°): 0,3502 g CO,, 0,0693 g H,O und 0,0164 g Fe,O, 
= 68,28°/o C, 5,27°/o H und 7,85°/o Fe 
01313 » » (110°): 0,3128 g CO,, 0,0694 g H,O und 0,0150 g Fe,0, 
= 64,97°/o C, 5,83°/o H und 8,0°/o Fe 
0,0921 » >» (100°): 6,5 ccm N, 15,5° und 732 mm B, = 7,87°/o N 
01290 > » (100%: 0,027 g AgCl (Carius) = 5,17% Cl 
0,0863 > » (110°): 0,0539 g AgJ (Zeisel) = 4,00 CH, 
(nach Herzig-Meyer kein AgJ) 





1) Vgl. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 45, 5. 1940 (1912), und 


Seite 38. 
*) Das Priiparat enthielt also nur Spuren von Eiweif. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXIL. 9 
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(),0920 g Subst. (130°): 0,0621 g AgJ (Zeisel) = 4,3°/o CH, (Kiihler 80°) 
0.1523 » » (110°): 0,0172 g Asche, nach Lésen derselben in Salz- 
sdure und Fallen mit Ammoniak: 0,0177 g Fe,0O, = 8,13 Fe. 


Ein zweiter Versuch bezweckte die Trennung der im 
Praiparat 1 und 2 vorhandenen Bestandteile durch Chloro- 
form. 10g wurden mit 100 cem Chloroform 1'/2 Stunde ge- 
schiittelt, die Losung abfiltriert und der Riickstand der gleichen 
Behandlung nochmals unterzogen. Nach mehrmaligem Nach- 
waschen mit Chloroform betrug das Gewicht der nicht gelésten 
Teile 6,6 g, wobei auch die Teile mitgerechnet sind, die nach 
Abdestillation des Chloroforms aus den Filtraten beim Wieder- 
aufnehmen dieses Riickstands in Chloroform zuriickblieben. Diese 
Loésung wurde mit hochsiedendem Petrolather versetzt und auf 
dem Wasserbade langsam erwiarmt, wobei sich der Farbstoff 
in kleinen zu Drusen vereinigten Nadeln absetzte, die dann 
abgesaugt und mit Petrolather nachgewaschen wurden. Ihr 


Gewicht betrug 2,5 g. 


Analyse. 
0,1370 g (110°): 0,3240 g CO,, 0,0699 g H,O und 0,0164 g Fe,0, 
0,1400 » (110°): 03265 > » O0711 > » 
0,176 » (110°): 0,0371 » AgCl (Carius) 
0,1761 » (110°): 0,1078 » AgJ (Zeisell). 
Gefunden: 64,5°/o C, 5,67%o H, 8,38°%o Fe - _ 
63,6°/o C, 5,65°%o H ‘an 5,22%0 Cl, 3,9%o CHy. 
Ein ganz reines Dimethylderivat lag aber nicht vor, da 
sich das Priparat in Benzol nicht vdllig léste, wahrend beim 
Kochen mit Sodalésung allmahlich Lésung eintrat. 
Der in Chloroform schwer lésliche oder unldésliche Teil 
6,6 g) enthielt nur 2,6°/o CH,, trotzdem stimmte die Analye 


auf ein Dimethylderivat: 

0,1444 g Subst. (110°): 0,3373 g CO,, 0,0707 g H,O und 0,0177 g Fe,0, 

0.2406 > » (110°): 17 ccm N, 740 mm B., 16° 

0.1469 » » (110°): 0,0605 g AgJ (Zeisel). 

Gefunden: 63,6% C, 5,44%o H, 8,57°/o Fe, 8,02% N, 2,6% CHy. 

Nun konnte durch Schiitteln mit Methylalkohol eine weitere 

‘rennung erreicht werden, etwa !/s des Praparats blieb unge- 

lést. Dieser Teil muBte die geringen Beimengungen enthalten, 

trotzdem gab er die Methylzahl 2,18 (0,1502 Substanz [100°], 
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0,0511 AgJ), auch war er unldéslich in kalter Sodalésung, lés- 
lich dagegen in Natronlauge bei Zimmertemperatur. Ein reines 
Monomethylhamin lag nicht vor, da nur 4,75°/o Chlor erhalten 
wurden. 

(0,1425 g Subst.: 0,0274 g AgCl [Carius]), die Elementaranalyse 
gab 62,4%o C, 5,05°%o H, 8,85%/o Fe. (0,1210 g Subst. (100°): 0,2779 g CO,, 
0,0550 g H,O, 0,0153 g Fe,0,). 

Das anfiinglich in Methylalkohol Geléste zerfiel wieder in 
zwei Teile, da nach dem Abdestillieren des LOsungsmittels nur 
noch ein kleiner Teil in Methylalkohol léslich war, der aus 
dieser Losung durch verdiinnte Salzséure gefallt wurde (C,), 
die Hauptmenge war so gut wie unldslich geworden, léste sich 
aber in Methylaéthylketon und krystallisierte aus dieser Losung 
in Formen, die durchaus an Hamin erinnerten (C,). In Soda 
waren beide Teile erst beim Erhitzen léslich. 

C, enthielt 2,8°o CH, (0,1313 g Subst.: 0,0578 g AgJ). 

> >» 4.7% Cl und 8,16°%o Fe (0,1321 g Subst.: 0,0251 g AgCl und 

0,0154 g Fe,O,, Carius). 

C, gab folgende Werte: 62,42 °/o C, 5,04°/o H, 8,77 °/o Fe, 5,02 °/o Cl, 2,25 °/o CHsg. 
0,1548 g Subst. (110°): 0,3543 g CO,, 0,0702 g H,O, 0,0194 g Fe,0, 
0,1544 > » (110°): 00313 » AgCl 
0,1700> » (110°): 0,060 » AgJ. 

Zur Uberfiihrung in das dimethylierte Produkt wurden 
2g der in Chloroform schwer léslichen Teile mit Hilfe von 
2 g Chinin mit 50 cem Chloroform unter Schiitteln gelést, die 
Lésung filtriert und das Filtrat mit 50 ccm Chloroform aus- 
gewaschen, wonach nur Spuren zurtickblieben. Die Lésung 
wurde jetzt in 150 ccm siedenden Methylalkohols eingetragen, 
dem 20 cem 40°/oige Salzséure zugefiigt waren, und auf dem 
Wasserbade im Sieden erhalten, bis sich der zum Umrihren 
benutzte Glasstab mit dem sich abscheidenden Produkt zu be- 
schlagen begann. Der am nichsten Tage abgesaugte, dreimal 
mit Methylalkohol, dann mit verdiinnter Salzséure chininfrei 
und mit Wasser chlorfrei gewaschene Krystallbrei wog nach 
dem Trocknen 1,4 g. Er wurde nunmehr mit kaltem Aceton 
erschépfend extrahiert, wobei etwa die Halfte in Lésung ging. 
Nach dem Abdestillieren dieses LOsungsmittels erwies sich der 
Riickstand als fast unldslich in Aceton, in Chloroform léste 


9* 
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er sich leicht. Beide Fraktionen krystallisierten wie Dimethy]- 
hamin, verhielten sich auch gegen Soda wie ein solches, auch 
gab hier die Analyse Ubereinstimmung mit den berechneten 


Werten. 

Teil 1 (in Aceton léslich gewesen). 

0,1859 g Subst. (100°): 0,4304 g CO,, 0,0924 g H,O, 0,0214 g Asche 
= 63,14% C, 5,52%o H, 806% Fe 

0,0630 » » (100°): 0,0125 g AgCl = 4,91%o Cl 

0,0947 » » (100°): 0,0617 g AgJ = 4,15°/o CH, (die Abspaltung 
geht leicht vor sich). 

Teil 2 (in Aceton nicht gelést). 

0,1736 g Subst. (100°): 0,4029 g CO,, 0,0897 g H,0, 0,0200 g Asche 
= 63,3%o C, 5,74°%o H, 8,07% Fe 

0,0995 » » (100°): 0,0638 g AgJ = 4,09°%% CH, (die Abspaltung er- 
folgt leicht). 

Die bei der Umscheidung erhaltene Mutterlauge lieferte, nachdem 
das Chloroform verdampft und der gréfte Teil des Methylalkohols ab- 
destilliert worden war, durch Fallen mit Salzsiure einen Niederschlag, 
der chlorfrei gewaschen und getrocknet 0,5 g wog. 

Er enthielt 8,82°/o Cl und 8,07°/o Fe (0,1943 g Substanz (110°): 
0.0693 g AgCl und 0,0224 g Fe,O,), bestand also zum Teil wieder aus 
dem Additionsprodukt von Methylchlorid an Dimethylhimin, er sinterte 
auch beim Trocknen bei 110° zusammen. 

5 g des Rohhiiminprodukts 1 und 2 wurden nach der 
friiher!) gegebenen Vorschrift in das Dehydrochloridprodukt 
iibergefiihrt, die Ausbeute betrug 4,6 g, einen Riickstand hatte 
die L6sung des Hiimins in Anilin nicht hinterlassen. Wahrend 
der nun folgenden dreitigigen Extraktion mit Ather hatten sich 
einmal bis 5 mm lange, schmale, zu Biischeln vereinigte Nadeln 
an der Hiilse abgeschieden, eine Erscheinung, die bisher nicht 
wieder beobachtet werden konnte. Leider reichte die Menge 
zu einer analytischen Untersuchung nicht aus. Im ganzen waren 
0,8 g herausgelést worden, die bei dem Versuch, sie aus heibem 
Alkohol umzukrystallisieren, eine Umwandlung erlitten, deren 


Natur noch nicht ermittelt werden konnte. 
Das nach der Extraktion mit Ather auch noch mit Aceton 


erschépfend behandelte Produkt zeigte folgende Zusammen- 
setzung: 


') Diese Zeitschrift, Bd. 40, S. 408 (1904). 
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C H N Fe CH, Cl 
I. 66,80°%o 6,18°/o 9,13%o 8,55°o 1,8%o0 0,34°%o 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,Fe: 66,77 5,25 89 8,9 2,39 0,0 
I. 0,1498 g Subst. (120°): 0,3662 g CO,, 0,0831 g H,O 
0,1066 > » (120°): 86 ccm N, 17,5°, 743,5 mm B. 
0,1653 » » (120°): 0,0023 g AgCl und 0,0202 g Fe,O, (Carius). 
0.2842 » » (120°): 0,08 g AgJ (Zeisel). 

Bei einem 2. Versuch ergab das analog erhaltene Produkt folgende 
Werte: 

I]. 66,42°%o C 5,25°/o H 891% N 9,16%o Fe 2,1°/o CH, 0,35°o Cl 
0,1146 g Subst. (120°): 0,2791 g CO,, 0,0542 g H, 0,015 g Asche (Fe,0,) 
0,1000 » » (120°): 8 ccm N, 18°, 733,5 mm B. 

0.1714 > » (120%): 0,0024 g AgCl (Carius) 

0,1640 » » (120°): 0,0538 g AgJ (Zeise)). 

Die Trennung der Bestandteile von Praparat 1 und 2 
gestaltete sich wie folgt: 25 g wurden zwei Tage lang mit 
siedendem Benzol extrahiert, wodurch 2,5 g, also 10°/o heraus- 
genommen wurden (Fraktion A). Das Ungeléste wurde nun- 
mehr mit je 100 ccm Chloroform dreimal geschiittelt, wobei 
sich zuletzt nur noch wenig léste; hierbei wurden 5,8 g oder 
23°/o extrahiert (Fraktion B). Dem Riickstand wurden durch 
siedenden Methylalkohol 3,5 g entzogen (C,), so da ein in 
Methylalkohol schwer loslicher Teil von 12 g schlieBlich zurtick- 
blieb (C,). 

Fraktion A wurde nach Abdestillation des Benzols da- 
durch wieder geteilt, daf der Riickstand mit kaltem Benzol er- 
schépfend behandelt wurde, die Hauptmenge (1,6 g) blieb hierbei 
ungelést (A,), aus der benzolischen Losung wurden 0,6 g (A,) 
durch Petrolather gefallt, eine sehr geringe Menge blieb hierbei 
in Lésung (A,). A; léste sich merklich nur in heibem Benzol 
und krystallisierte nach dem Verdampfen des Lésungsmittels 
in kleinen Nadeln, auch in Eisessig liste sich diese Fraktion 
nur in der Hitze, fiel aber beim Erkalten nicht aus. In heifer 
Soda erwies sie sich als allmahlich léslich, in heifer Natron- 
lauge als vollig ldéslich. Die Analyse ergab nur einen Gehalt 
von 3,5°/o CH,, dagegen fiir den Kohlenstoff einen um 0,6°/o 
héheren Wert als sich fiir ein Dimethylhimin, das 4,4°/o CH, 
erfordert hatte, berechnet. 
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0,1680 g Subst. (100°): 0,3953 g CO,, 0,081 g H,O und 0,0202 g Fe,0, 
= 64,1790 C, 5,8°/o H, 8,42%o Fe 
0,1707 »  » (100°): 0,0350 g AgCl und 0,0209 g Fe,O, (Carius) 
= 5,07°%o Cl und 8,57°/o Fe 
0.1993 >» » (100°): 0,109 » AgJ (Zeisel) = 3,5%o CH,. 


A, wurde durch Sodalésung im kochenden Wasserbade 
nur spurenweis gelost. 

Fraktion B. Der nach dem Abdestillieren des Chloro- 
forms bleibende Riickstand wurde zunachst noch einmal in 
moéglichst wenig Chloroform aufgenommen, wobei aber nur 
sehr geringe Mengen, die mit C vereinigt wurden, zuriick- 
blieben. Dann wurde das Chloroform wieder abdestilliert und 
der Riickstand mit warmem Benzol digeriert, da sich gezeigt 
hatte, daf dieses Losungsmittel, trotzdem augenscheinlich mit 
ihm bei der Gewinnung der Fraktion A, vollstindig extrahiert 
worden war, jetzt wieder Teile herausnahm. Und zwar sogar 
etwa die Hialfte der ganzen Fraktion (B,), sie wurde wieder 
durch Fallen mit Petrolather isoliert, léste sich in Sodalésung 
erst nach halbstiindigem Verweilen im kochenden Wasserbade 
und erwies sich auch nach der Analyse als mit A, gleich zu- 
sammengesetzt. 

0,1584 g¢ Subst. (100°): 0,3713 g CO,, 0,0756 g H,O und 0,0192 g Fe,0, 
= 63,93%0 C, 5,3°%o H, 848% Fe 

0.1589 »  » (100°): 0,0346 g AgCl (Carius) = 5,38% Cl 

0,1610 » » (100°): 0,0955 » AgJ (Zeisel) = 3,8%o CH,. 

Die andere Hiilfte (B,) léste sich auch nur bei langerem 
Krhitzen in Soda auf, erwies sich aber in der Zusammen- 
setzung als abweichend und spaltete ihr Methyl erst bei langerer 
Kinwirkung tiber 140° ab. 

0,1774 g Subst. (100°): 0,4096 g CO,. 0,0815 g H,O, 0,0222 g Fe,0, 
= 62,980 C, 5,1°/o H, 8,76°/0 Fe 
0,1534 » » (100°): 0,0747 g AgJ (Zeisel) = 3,1°%o CH,. 

Die Fraktion C (16,7 g) wurde durch Extraktion mit 
siedendem Methylalkohol zerlegt; es blieben 12 g (C,) zuriick, 
wihrend nach Abdestillation des Methylalkohols, Aufnahme in 
Methylithylketon und Eingief8en der filtrierten L6sung in Wasser 
3,5 g (C,) gefallt wurden. Beide Fraktionen lésten sich erst in 
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hei®er Sodalésung vollkommen auf, deutliche Krystalle konnten 
hier nicht erhalten werden. 
C,. 0,1630 g Subst. (110°): 0,3796 g CO,, 0,0824 g H,O, 0,0202 g¢ Fe,0, 
= 63,51°%Jo C, 5,62% H und 8,7% Fe 
0,1827 » » (110°): 0,0335 g AgCl (Carius) = 4,54%o Cl 
0.1403 » » (100°): 0,0487 » AgJ = 2.21% CH, (Zeisel). 
Cy. 0,1435 > » (100°): 00505 » » = 2,1%o CHy. 


Verseifung von C, durch Natronlauge. 


2,0 g von C, wurden mit Hilfe von 250 cem 0,2°/oiger 
Natronlauge (etwas mehr als 3 Mol. NaOH) bis auf Spuren in 
Losung iibergefiihrt, was durch lingeres Schiitteln erreicht wurde. 
Das Filtrat wurde mit Essigsaure gefallt, der Farbstoff filtriert 
und im Filtrat das Chlor bestimmt, es enthielt 0,115 g Cl 
(gef. 0,465 AgCl) was, da ca. 0,13 g vorhanden waren, 89°/o 
dieser Menge entspricht. Der Farbstoff enthielt kein Methy!| 
mehr, verwendet wurden 0,3375 g Substanz zur Bestimmung 
nach Zeisel. 


Einwirkung 0,7°/oiger Kaliumcarbonatlésung. 


C,. 2 g wurden mit 100 ccm 0,7°/oiger Pottaschelésung 
unter Ofterem Schiitteln einen Tag lang digeriert, der Riick- 
stand wurde in gleicher Weise behandelt. Zunichst hatten sich 
nur 0,13, bei der zweiten Behandlung hatten sich 0,4 g gelést. 
Die ersteren Anteile enthielten 1,24%/o CH,, die letzteren 
0,79°/o CH,, 1,08°/o Chlor und 9,5°/o Eisen. 

0,1187 g Subst.: 0,0232 g AgJ == 1,24°/o CH, (das Methyl wurde sehr 
schwer abgespalten). 
0,1546 >» » : 00182» » =0,79% > 
0,1532 » » : 0,0067 » AgCl und 0,0208 g Fe,O, = 1,08°%/o Chlor und 
9,5°Jo Eisen. 

Was nach der zweimaligen Behandlung mit Kaliumcarbonat 
zuruckblieb, erwies sich als unverseift, enthielt aber nur noch 
Spuren von Chlor: 


0,1463 g Subst.: 0,0523 g AgJ (das Methyl wurde leicht abgespalten) 
= 2.28% CH,. 


0,1889 > » :0,0005 » AgCl. 
Diese Substanz war zum Teil in heifem Methyalkohol 
léslich, der Riickstand dieser Lésung enthielt Spuren eines in 
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Wasser ldslichen Kérpers — wohl ein Kaliumsalz — und gab, 
von diesem befreit, bei der Analyse Werte, die auf ein Mono- 
methylhimatin weisen. 

0,1664 g Subst.: 0,3928 g CO,. 0,0858 g H,O, 0,0215 g Fe,0,. 

C,;H,;,0,N,Fe. Berechnet: 64,91°/o C, 5,41°o H, 8,65°%o Fe 

Gefunden: 64,38°% 0 C, 5,69%/o H, 9,00%o Fe. 

Was im Methylalkohol allein nicht léslich war, ging auf 
Zusatz weniger Tropfen verdiinnter Schwefelséure in Losung 
und wurde durch Salzsaiure dann vollstiindig gefallt. Die so 
gewonnene Substanz enthielt 4,17°/o Chlor. 

0,1262 g Substanz: 0,0213 g Ag(Cl. 

5 g von C, wurden in das Dehydrochloridhamin tber- 
gefiihrt, wobei ein Riickstand von Eiweif nicht aufgefunden 
wurde; die Ausbeute betrug 4,5 g. Ather entzog dem Produkt 
nur Spuren von Substanz, in Aceton war es etwas loslich, 
krystallisiert wurde es nicht erhalten. Die Elementaranalyse 
gab Werte, aus denen hervorzugehen scheint, daf bei der 
Herstellung eine Einlagerung von Wasser erfolgt ist. 

0,1608 g Subst.: 0.3845 g CO,, 0,0780 g H,O, 0,0200 g Asche 


5 


0.1755 »  » : 0,0427 » AgJ (das Methyl wird rasch abgespalten) 
0.1832 » » : 0,0006 » AgCl (Carius). 

C H Fe CH, Cl 
C,,H,,0,N,Fe. Berechnet: 66,77°/o 5,25°/o 8,9%o 2,39%o 0,00°/o 
C,;Hs,0,N,Fe. > : 64,91°%Jo 5,4°%o 8,65%0 2,3°%o  0,00°%o 


Gefunden: 65,21°/o 5,4°%o  8,71°%o 1,55°/o Spuren 

Zur Riickverwandlung in das Hamin wurde 1 g in 
50 cem Methylalkohol unter Zusatz von 10 Tropfen verdiinnter 
Schwefelsiure gelést, die siedende Lésung mit Salzsaure gefillt, 
der Niederschlag abgesaugt und chlorfrei gewaschen. Das nicht 
krystallisiert zu erhaltende Produkt wird durch heife Soda- 
lisung sofort gelést, erweist sich aber in Methylalkohol und 
verdiinnter Schwefelsaéure als nicht léslich, in Chloroform ist 
es viel leichter léslich als die Fraktion Cy. 
0.1522 g Subst.: 0,0253 g AgCl = 4,11°/o Chlor 
0.1343 » » : 0,0612 » AgJ = 2,8°/o CH, (Methylabspaltung ziemlich 

schwierig). 
Das bei der Verseifung von C, erhaltene Haimatin ergab 


dagegen bei gleicher Behandlung ein in Soda auch in der Hitze 
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nicht lésliches «Himin», das sich aber in Methylalkohol auf 

Zusatz von verdiinnter Schwelséure aufléste. Das Auswaschen 

wurde hier nur solange fortgesetzt, bis das Filtrat annéhernd 

Cl-frei war : 

0,1698 g Subst.: 0,0293 g AgCl = 4,27°/o Chlor 

0.1020 >» » : 0,0725 » AgJ) = 4,5°%o CH, (Methylabspaltung ziemlich 
schwierig), 

Das Priparat 3 war aus 15 Litern Blut eines sehr 
kraftigen Tieres in der Ausbeute von 54 g gewonnen worden 
und stellte ein schwarzes Pulver vor, das aus deutlich aus- 
gebildeten Krystallen bestand. Nach dem Ausfall der Analyse 
hatte man schliefen kénnen, daf in ihm ein reines Mono- 
methylhaémin vorlag. 

0,1608 g Subst. (120°): 0,3719 g CO,, 0,0773 g HO, 0,0207 g Fe,0, 
0,1760 > » (120°): 0,4057 > » 0,0826> » 0,0220> >» 
0,2348 (120°): 16,3 ccm N (732 mm, 12°) 
0,2212 » (100°): 0,0445 g AgCl 
0,2035 >» ~~ » (100°): 0,0250 » Fe,O, = 8,6°%o Fe. 
C H N Fe Cl CH, 
C,,H,,0,N,FeCl. Berechnet: 63,11°%o 5,11 Jo 8,410 8,410 5,33 Jo 2,25 %o') 
Gefunden: 63,09 °/o 5,385°/o 7,93°/o 9,01°/o — —- 
62,920 5,22%o — 8.75% 498% — 
— aa — 8,6°%o — 2,0°%o 

Eine Léslichkeitsbestimmung mit Hilfe von Aceton zeigte 

aber, daB ein Gemisch vorliegen miisse. 


{| g wurde mit 15 ccm Aceton ‘/e Stunde geschiittelt. 

6,61 g der filtrierten Lésung enthielten 0,2302 g Substanz. Léslichkeit 1 : 27,7. 
Der Riickstand wurde in der gleichen Weise behandelt. 

1,785 g der filtrierten Lisung enthielten 0,0223 g Substanz. Léslichkeit 1:79. 


Die leichter léslichen Anteile ergaben fast 3°/o Methy], 
die schwerer ldéslichen nur 1,5°/o, auch erwiesen sich die 
ersteren als nicht mehr in Soda sofort léslich. 


0,2519 g Substanz: 0,1160 g AgJ = 2,99°/o CH, 
0,1952 » 2 : 00449 >» » = 1,49%o » 


¥ 


“ 
¥ 
¥ 


Trennung durch Chloroform. 


Ganz dhnliche Resultate wurden bei Verwendung von 
Chloroform als Lésungsmittel erhalten. Von 10 g des Prapa- 





') Vgl. Tab. I. 














138 William Kiister, 


rats blieben bei zweimaliger Behandlung mit je 100 ccm Chloro- 
form 8,2 g als schwer ldéslich zurtick; nach der Konzentration 
der Lésung durch Abdestillieren des gr6éBten Teils des Lésungs- 
mittels wurden 1,3 g durch Petrolather gefallt. Der Rest von 
0,5 g blieb im Filter. Nach dem Ausfall der Elementaranalysen 
hatte man nun wieder meinen k6nnen, die Trennung in das 

Dimethyl- und das Monomethylhamin sei gegliickt. 
Prap.von1,3g. 0,1311 g Subst.(110°): 0,3051 g CO,, 0,0647 g H,0, 0,0152 ¢ Fe,0, 
0,1842> » (110°): 0,0381 » AgCl u. 0,0214 g Fe,0, (Carius) 
CygH,,0,N,FeCl. Berechnet: 63,57°/o CG 5,34 H 8,22%oFe 5,22% Cl 
Gefunden: 63,47°o » 5,5°%o » 8,1u.8,13%o » 5,11% » 
Priaip.von8,8g. 0,1284g Subst.(110°): 0,2963 g CO,, 0,0601 g H,O, 0,0153 g Fe, 0, 
0,2050> » (110°): 0,0431 > AgCl, 0,0241 g Fe,0, (Carius) 
C,,H,,0,N,FeCl. Berechnet : 63,11°%oC 5,11 °%oH 8,41%0 Fe 5,33°%o Cl 
Gefunden: 62,94%o » 5,2%o » 8,31u.8,23% » 5,20°%o » 
Doch léste sich das vermeintliche Dimethylprodukt nach 
langerer Einwirkung in heifer Sodalésung und die Methylzahl 

war nur 3,1, die des anderen 1,7. 
0,1851 g Subst. (110°): 0,0893 g AgJ = 3,08°/o CH, 
0,1987 » » (110°): 0,0527 » » = 1,7°%o » 


Einwirkung von Soda. 


So wurde versucht, ob sich vielleicht durch kalte Soda- 
l6sung in unzureichender Menge eine Trennung der Bestand- 
teile wiirde verwirklichen lassen. Da nach der Gleichung 

CsH,,0,N,FeCl + 2Na,CO, + H,O = 2NaHCO, + NaC! 

4+. (,,H,,NaO,N,FeOH 
1 g des «Himins» 3cem N-Na,CO, zur volligen Lésung er- 
fordert hiitte, wurden 2,07 g des Praparates mit 3 ccm N -. Na,CO, 
und 200 cem Wasser (ca. 0,075°/oige Lésung) 2 Stunden ge- 
schiittelt. Nach zw6lfstiindigem Stehen wurde die Losung durch 
ein dickes Filter (Nr. 381 von Dreverhoff) filtriert und das 
Filtrat 9 Tage lang der Dialyse unterworfen, d. h. bis ein 
Austritt von Alkali nicht mehr stattfand,’) worauf der Inhalt 
des Dialysators mit verdiinnter Schwefelséure gefallt wurde. 
Erhalten wurden nur 0,2 g Substanz und im Filtrat 0,0215 g 


') Vgl. Diese Zeitschrift, Bd. 66, 196/7 (1910), Das Cl’ war natirlich 
auch entfernt worden. 
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Na,SO, =: 0,00697 g Na, woraus folgt, daB ein Mononatrium- 
salz eines Methylhimatins vorgelegen hatte, da sich 0,2 :0,00697 
verhalt wie 647 : 22,5 und die Bestimmung nach Zeisel fol- 
gendes ergab: 0,1927 g Subst. (100°) = 0,063 AgJ = 2,08°/o CHsg. 
Wir hatten also ein Monomethylhaimatin in Hinden gehabt. 
Doch hatte sich weit weniger Substanz gelést, als erwartet 
worden war; beim Nachwaschen des auf dem Filter befind- 
lichen Riickstandes mit Wasser ging derselbe alsdann fast 
vollig in das Filtrat. Hier lag eine colloide Lésung vor, da 
sich beim Stehen immer wieder Absiitze fester Substanz bildeten. 

Die Trennung der Bestandteile von Priaparat 3 
mit Hilfe von Benzol und Chloroform wurde in derselben 
Weise vorgenommen, wie es bei Priparat 1 und 2 beschrieben 
ist. Die Ausbeuten betrugen bei Verwendung von 38 g: 

A, Spuren, A, 0,1 g, A, 1,9 g (ca. 5°/o) 
B, 0,5 g B, 2,9 g (ca. 7,6°/o) 
C 32,5 g. 

Die letzte Fraktion wurde durch Methylalkohol getrennt; 
nach mehrmaligem Auskochen blieben 28,7 ungeldst (C,). Aus 
den Filtraten wurde der Methylalkohol unter vermindertem 
Druck abdestilliert und der Riickstand mit Methylaithylketon 
in der Warme aufgenommen. Hierbei blieben ungelést 2,2 g 
(Czy), beim Erkalten fielen aus 1,7 g (C2); schlieBlich wurde 
aus der LOsung noch 1 g durch Wasser gefiallt (C,). Das Pra- 
parat enthielt also nur sehr wenig Dimethylhimin. Die Eigen- 
schaften der Fraktion A, deckten sich mit denen der ent- 
sprechenden Fraktion vom Praparat 1 und 2. Aus der in der 
Hitze bereiteten Lisung in Athylmethylketon krystallisierte die 
Substanz in kleinen Nadeln. 

Die Analyse ergab: 63,00°/o C, 5,09°%/o H, 5,4%o Cl, 8,87°/o Fe, 3,2°/o CHsy. 
0,1587 g Subst. (100°): 0.3666 g CO, und 0,0726 g H,O 
0,1602 » » (100°): 0,0350» AgCl und 0,0203 g F,O, (Carius) 
0,1797 >» » (100°): 0,0897 » AgJ (Zeisel). 

Um die Einheitlichkeit zu priifen, wurden die in Chloro- 
form am leichtesten léslichen Teile mit den anscheinend schwerer 
léslichen in bezug auf die Methylzahl verglichen. Hierbei ergab 
sich, daB A, nicht einheitlich ist, jene Anteile enthielten: 
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3,8°/o CH, (0,1520 g Subst. (100°) = 0,0906 g AgJ), diese 2,450 CH, 
(0,1550 g Subst. [100°]; 0,0597 g AgJ). 

Fraktion B, (0,5 g) erwies sich auch bei langerer Ein- 
wirkung von heifer Sodalésung als unldslich, bestand also aus 
dem Dimethylprodukt. Fraktion B, (2,9) wurde durch Soda bei 
halbstiindigem Verweilen im kochenden Wasserbade geldst. 
Die Analyse gab wieder Werte, die mit denen bei A, erhal- 
tenen ziemlich tbereinstimmten, bei der Zeiselbestimmung 
fand eine Abspaltung von Alkyl bereits bei 115° statt. 

0,1597 g Subst. (100°): 0,3696 g CO,, 0,0745 g H,O und 0,0198 g Fe,0, 
= 63,12%o C, 5,19%o K, 8,68%o Fe 
0.1572 » » (100°): 0,0721 g AgJ = 2,92°/o CH, (Zeisel). 

Das Priiparat léste sich noch spurenweise in kaltem 
Benzol, nach viermaliger Ausschiittelung mit je 40 ccm des 
Losungsmittels und Abdestillation des gréften Teils desselben, 
wobei wieder Substanz unloslich wurde, fallte Petrolither 
0,1017 g aus, die 3,35 °/o CH, enthielten (gefunden: 0,0533 g AgJ). 
Nach dem Ausfall des Trennungsversuchs, der bei A, be- 
schrieben wurde, ist wohl kein Zweifel, daB auch in B, noch 
ein Gemisch vorliegt, doch laBt sich demselben mit Hilfe von 
Benzol das Dimethylhaimin nur sehr schwer entziehen. 

C,. (1g) erwies sich als in kalter 5°/oiger Sodalésung 
leicht léslich und enthielt 1,46°/o CH;, das Alkyl wurde schwer 
abgegeben. i 

0,1628 g Subst.: 0,0371 g AgJ. ‘ 

Co,. (1,7 g) krystallisierte aus der Lésung in Methylathyl- 
keton, war in Soda langsam, in 0,7 °/oiger Kaliumcarbonatlésung 
sofort léslich und enthielt 1,35°/o CH,; das Alkyl wurde 
schwer abgegeben. . 


0,1222 g Subst.: 0,0258 g AgJ 
0.1496 > » : 0,0330 » AgC]l = 5,45°o Cl. 
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Untersuchung der Fraktion C,. Verseifung und Ein- 
wirkung 0,7°/oiger Kaliumcarbonatloésung. 
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C,. (28,7 g) léste sich erst beim schwachen Erwarmen in 
Soda, sofort in 0,7°/oiger Kaliumcarbonatlésung und in 0,2°/oiger 
Natronlauge, enthielt 1,65°/o CH, (0,1670 Subst.: 0,0432 AgJ). — 
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Durch das Carbonat fand hier so gut wie keine Ver- 
seifung statt, durch die Lauge dagegen vollstindige. 

0,116 g Subst. (aus Sodalésung durch Essigsiiure gefiillt) : 
0,0251 g AgJ = 1,4°/o CH, (das Methyl wird schwer abge- 
spalten). 

2,5 g wurden einen Tag lang unter 6fterm Schiitteln mit 
250 ccm 0,2°/oiger Natronlauge digeriert, die L6sung von dem 
ganz unbedeutenden Riickstand filtriert, das Filtrat durch Essig- 
sdure gefiillt. 

0,1560 g Subst. ergaben bei der Bestimmung nach Zeisel kein Alkyl. 

Im Filtrat fanden sich 0,465 g AgCl = 0,115 g Cl oder etwa 90° o 
des vorhandenen Chlors. 

2g wurden mit 100 ccm 0,7°/oiger Pottaschelésung ge- 
schiittelt, die Losung filtriert und der Riickstand in gleicher 
Weise behandelt: was jetzt noch ungelést geblieben war, léste 
sich bei nochmaligem Schiitteln mit 100 cem obiger Lésung voll- 
standig auf. Die Ausbeuten betrugen a) 0,5 g, b) 1 g, c) 0,4 g. 

a) enthielt 1,22°.0 CH, und 1,68°/o Chlor 
0,2043 g Subst.: 0,039 g AgJ (Methylabspaltung sehr schwer) 
0.1913 > » : 0,0130 g AgCl. 

b) enthielt 1,15°/o CH, und 1,7°/o Chlor 
0,1148 g Subsi.: 0,021 g AgJ (Methylabspaltung schwierig) 
0,1527 g =» : 0,0105 AgCl (Carius). 

c) enthielt 1,52°/o CH, und 1,20°/o Chlor, sowie 9,2°/o Eisen 

0,1200 g Subst.: 0,0286 g AgJ (Methylabspaltung schwierig) 

0,1688 » » +: 0,0088 g AgCl und 0,0223 g Fe,O,. 

10 g der Fraktion C, wurden in das Dehydrochlorid- 
produkt tibergefiihrt, wobei nur Spuren von Eiweif zuriick- 
blieben. Die Ausbeute betrug 9 g. Das Priiparat léste sich in 
Ather nur spurenweise, auch in Aceton und Chloroform gab 
es nur sehr wenig Substanz ab, etwas besser léste es sich in 
Methylathylketon, konnte aber aus dieser Lésung nicht kry- 
stallisiert erhalten werden. In dem Verhalten gegeniiber Alkalien 
gleicht es dem Produkt C, durchaus. 

Bei der Elementaranalyse wurden Resultate erhalten, die 
wieder auf eine Wassereinlagerung hinweisen,!) auch wurde 
noch ein Gehalt von 0,48°/o Chlor konstatiert. 


1) Vgl. S. 136. 
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0.1774 ¢ Subst. (100°): 0,4250 g CO,, 0,0872 g H,O, 0,0225 g Asche 
= 65,3°/o C, 5,46°/o H, 8,87%o Fe 
0.1560 > » (100%): 0,3754 g CO,, 0,0785 g H,O = 65,63 °o C, 5,6%o H. 
0.1661 > » (100°): 0,0032 » AgCl — 0,476°/o Chlor. 
0.1010 > » (100°): 0,0238 » AgJ = 1,5°/o CH, (das Methyl wird 
ziemlich rasch gespalten). 

2 g des Dehydrochloridhémins wurden in 70 ccm Methyl- 
alkohol unter Zusatz von 10 Tropfen verdiinnter Schwefelsaure 
gelost, die filtrierte Lésung siedend durch 25°/oige Salzsaure 
gefallt, der abgesaugte Niederschlag chlorfrei gewaschen und 
getrocknet. Ausbeute fast 2 g eines braunvioletten, undeutlich 
krystallinischen Pulvers mit den Eigenschaften des Monomethy]l- 
hamins gegentiber Alkalien, aber in Chloroform und heifer 
Kssigsaéure viel leichter léslich als das urspriingliche Mono- 
methylhémin. 

(0.1485 g Subst.: 0,0267 g AgCl und 0,0185 g Fe,O, = 4,44°/o Chlor und 
8,7°/o Eisen 

0.1750 > » : 0,0665 » AgJ = 2,4°/o CH, (das Methyl wird rasch ab- 
gespalten). 

Das Rohpriparat 4 war aus 15 Liter Blut in einer 
Ausbeute von 70,2 g erhalten worden, die Methylzahl war 2,8. 

1. Bei der Uberfiihrung in das Dehydrochloridprodukt 
hinterlieBen 5 g 0,026 g Eiweif, die Ausbeute betrug bei zwei 
Portionen 4 5g: 4,4 und 4,3 g. Der erhaltene Korper enthielt 
2,95°/o CH, (0,2708 g Subst.: 0,1252 g AgJ). Bei der Extraktion 
mit Ather wurde nur ganz wenig Substanz herausgelést, Aceton 
nahm ca. 1 g heraus. 

2. Durch Chloroform wurde eine Trennung in 72°/o 
schwerer und 28°/o leichter lésliche Anteile bewirkt, beide 
Fraktionen waren aber nicht einheitlich. 

3. Die Auftrennung des Gemisches mit Benzol, Chloro- 
form und Methylalkohol ergab folgende Resultate. Fraktion A 
betrug ca. 19°/o, hiervon war der gréfte Teil in kaltem 
Benzol unléslich, etwa 18°/o (A;). Die Analyse ergab: 


62,97°/o C, 5,1°/o H, 8,85 und 8,3%o Fe, 5,16°/o Cl, 3,17°/o CHsg. 
0,1701 g Subst. (110°): 0,3924 g CO,, 0,0781 g H,O, 0,0215 g Fe,0, 
0.1832 > » (100°): 0,0382 » AgCl und 0,0217 g Fe,O, (Carius) 
0.2082» » (100°): 0,1035 » AgJ (Zeisel). 
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A, war auch in heifer Soda nicht léslich, sondern erst 
in hei®er Natronlauge, die Fraktion enthielt 4,1°/o CH, (0,1348 
Subst. (100°): 0,0863 AgJ). Hier lag also ein Dimethylhamin 
vor, doch waren nur 0,4 g gewonnen worden. 

Fraktion B betrug ca. 9°/o und enthielt 3,1°/o CH, 
(0,1753 Subst.: 0,0876 AgJ); auch hier léste sich wieder ein 
Teil in Benzol, der Rest bis auf kleine Mengen in Chloroform. 

Fraktion C betrug ca. 72°/o und wurde wieder durch 
Methylalkohol getrennt, wobei ?/s als sehr schwer ldslich 
zurickblieben (C,), wihrend sich das ldésliche Drittel trennte in 
einen Hauptteil, der nach dem Abdestillieren des Methylalkohols 
sich nur sehr schwer wieder léste (C,), und einen kleineren, 
der dann aus der alkoholischen Lésung durch verdiinnte Salz- 
sdure gefallt wurde (C,). Diese Teile erwiesen sich alle als 
Monomethylhamin, einmal durch die Methylzahi und dann durch 
das Verhalten gegen Alkalien, sie waren alle in kalter Soda- 
lésung unloéslich, lésten sich aber beim Erhitzen, in !/10-n-Lauge 
waren sie alle schon in der Kalte léslich. 


C, enthielt: 63,25°/o C, 5,5°%o H, 8,2°%o Fe, 4,86°/o Cl, 1,9°/o CH,. 
0,1717 g Subst. (100°): 0,3982 g CO,, 0,085 g H,O, 0,0201 g Fe,0, 
0,1542 » » (100°): 0,0303 » AgCl (Carius) 
0,0635 » » (100°): 0,0195 » AgJ (Zeisel). Die Abspaltung trat sehr 

langsam ein. 

C, enthielt 63,08°)o C, 5,22°o H, 8,5°/o Fe (resp. 8,79°/0), 5,18°%/o Cl, 
1,8°/o CH, resp. 1,75. 
0,1886 g Subst.(100°): 0,4362 g CO,, 0,0886 g H,O, 0,0229 g Fe,0, 
0,2387> » (100°):0,0500» AgCl, 0,0300 g Fe,O, (Carius) 
0,1810> » (100°): 0,0516 » AgJ (Zeise}l). (Die Abspaltung erfolgte schwer). 
0,166 » » (100°): 0,0455 » » ( » ). 


Diese Fraktion krystallisierte aus Methylathylketon in 
groBen braunen Rhomboedern, die meistens einzeln auftreten, 
seltener zu Biischeln vereint waren. 


C, enthielt: 62,78°/o C, 5,2°/o H, 8,56 °%o Fe (resp. 8,47 °/o), 5,31 °/o Cl, 
1,83°/o CH, resp. 1,7. 
0,2088 g Subst. (100°): 0,4789 g CO,, 0,0975 g H,O, 0,0255 g Fe,0, 
0,2073> » (100°): 0,0445» AgCl, 0,0251 g Fe,O, (Carius) 
9,2115> » (100°): 0,0609> AgJ (Carius) 
0,1750> » (100°): 0,0495> » ( »  )(die Abspaltung erfolgt schwer). 
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Einwirkung von Alkalien und Dialyse. 


Die Fraktionen C, und C, wurden nun daraufhin ge- 
priift, ob sie durch Soda gleichmafig angegriffen werden oder 
nicht. Zu dem Zweck wurde je 1g mit einem Molekiil Soda 
''g Stunde im Wasserbade erhitzt. Von C, blieben hierbei un- 
gelést 0,45 g, von C, 0,65, die Lésung wurde durch Essigsaéure 
gefallt. Die Menge des wiedergewonnenen Farbstoffs betrug bei 
C, 0,47, bei C, 0,3 g. Dieser Teil enthielt bei C,: 1,46°/o CH, 
(0,1383 Subst.: 0,0315 AgJ), bei C,: 1,8°/o CH, (0,1446 Subst. : 
0,041 AgJ). 

Die Préparate verhielten sich also gegen Soda nicht 
prinzipiell verschieden und das Léslichwerden in Soda ist bei 
beiden nicht in einer Verseifung zu erblicken. Die anfangs 
nicht gelésten 0,45 g von C, lésten sich dann beim miafigen 
EKrwirmen mit n-Sodalésung sehr rasch, der durch Essigsaure 
gefillte Farbstoff enthielt 2,1°/o CH, (0,2205 g Subst.: 
0,073 AgJ). Hier fand sich auch noch Chlor im Filtrat, die 
Abspaltung des Chlors geht also mit der Lésung im Alkali 
Hand in Hand. 

— 1,002 g von C, wurden mit 26 ccm 1/10-n-NaOH und 
174 ccm Wasser im ganzen 3 Stunden geschiittelt. Nach dem 
Absetzen des Niederschlags, was tibrigens langere Zeit in 
Anspruch nahm, wurde durch ein dickes Filter filtriert. Der 
Riickstand betrug 0,118 g, er ging auf Zusatz von 10 ccm 
'/o-n-NaOH und 50 ccm Wasser allmiéhlich vollstandig in Lo- 
sung, worauf der Farbstoff durch Essigsiure gefallt wurde, 
im Filtrat fanden sich 0,0022 g Cl (0,0090 AgCl). Durch 26 ccm 
1/;o0-n-NaOH waren also 0,884 g Substanz gelést worden, was 
dafiir spricht, da&8 das verwendete Monomethylhamin sich wie 
eine einbasische Saure verhilt, da nach der Gleichung - 

C,,H,,0,N,FeCl +-- NaOH == C,,H,,NaO,N,FeOH -+ NaCl -+ H,0 
26,52 cem 1/10-n-NaOH erforderlich gewesen waren. Die Glei- 
chung entspricht allerdings nicht ganz den wirklichen Ver- 
hiltnissen, da es auch hier wieder nicht méglich gewesen war, 
das gesamte Chlor abzuspalten. Die Lésung des Hamins 
gab nimlich nach 7tigiger Dialyse gegen das wieder er- 
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neuerte Aufenwasser nur noch Spuren von Cl ab. Gefunden 
wurden nach 3 Tagen 0,0223 Cl, dann 0,013 und 0,0069 g Cl 
nach je zwei weiteren Tagen. Rechnet man noch die oben 
erwahnte Chlormenge hinzu, so ergibt sich als abgespalten 
0,0444 g Cl‘, wihrend 1,002 g Himin 0,052 g enthalten hatten. 
Wahrend der Dialyse war auch etwas Alkali in das AuBen- 
wasser getreten und zwar wurden im ganzen 5,5 ccm !/10-n-HNO, 
verbraucht. Das ist aber etwas mehr, als dem nicht abge- 
spaltenen Chlor entspricht, fiir das sich nur 2,15 ccm berechnen 
wirden. Nun hatte sich ja beim Hamatin ergeben, daB beim 
Dialysieren der mit 2 Molekiilen Alkali hergestellten Lésung etwa 
ein Molekiil Alkali wieder abgespalten wird. Ich hatte daher 
erwartet, daB das Monomethylhimatin das aufgenommene Na- 
triumatom bei der Dialyse wieder abgeben wiirde, da ja an- 
zunehmen war, dai bei der Veresterung das stirkere Carboxyl 
zuerst Methyl aufnehmen wiirde. Es mufte also Verseifung 
eingetreten sein und zwar nur eine teilweise, da ja etwas 
Alkali abgespalten war. Dies bestitigte auch die Analyse des 
durch Essigséure gefillten «Haimatins», dasselbe enthielt nur 
noch 1,28 resp. 1,15°/o CHsg. 
0,2026 g Subst. (100°): 0,0409 g AgJ. 0,1800 g Subst. (100°): 0,0324 g AgJ. 
Bei einem zweiten Versuch wurde in bezug auf die Ab- 
spaltung des Chlors die gleiche Erfahrung wie beim ersten 
gemacht: sie blieb unvollstaéndig. Wahrend der Dialyse wurde 
hier Kohlendioxy! in die Innenfliissigkeit eingeleitet, wodurch 
die Abspaltung von Alkali etwas vermehrt wurde, zugleich 
bildete sich eine gallertartige Ausscheidung. Die Kohlensaure 
ist also imstande, wenn sie im Uberschu8 einwirkt, das Mo- 
nomethylhamatin aus dem Natriumsalz zu verdrangen. 


Untersuchung der Fraktion C,. 


In dem Praparat C, muBten sich die eiweifartigen 
Beimengungen angereichert vorfinden. In der Tat hinterlieBen 
5 g beim Lésen in Anilin 0,1 g Eiweif, also 2°/o; erhalten 
wurden 4,7g Dehydrochloridmonomethylhamin, das sich gegen 
Alkalien wie das Praparat C, verhielt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXII. 10 
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0,1754 g Subst. (100°): 0,4270 g CO,, 0,0812 g H,O, 0,0210 g Fe,0, 


0,2038 » » (100°): 0,0021 » AgCl (Carius) 
0,1817 » (100°): 0,0561 g AgJ (Zeisel). 
C H Fe CH, Cl 


Berechnet fiir C,,H,,0,N,Fe: 66,77°/o 5,25°%/o 8,9°/o 2,39%o 0,0°%o 
Gefunden: 66,38 5,15 84 1,97 0,25) 
Das Praparat wurde auf folgendem Wege wieder in ein 
«Haémin» verwandelt, was indessen nicht vollkommen gelang. 
2 g wurden in 75 ccm Methylalkohol + 10 Tropfen ver- 
diinnter Schwefelsiure gelést und die filtrierte, erhitzte Losung 
durch 25°/oige Salzséure gefallt. Das ausgewaschene und ge- 
trocknete Produkt wog 1,92 g, sah braunviolett aus und loste 
sich erst in heifer Soda: 
0,1379 g Subst. (100°): 0,0245 g AgC] = 4,4%o Cl Carius) 
0,0831 » » (100°): 0,0311 » AgJ == 2,3°/o CH, (Zeisel). 
Eine weitere Methylierung hatte also nicht stattgefunden. 


Einwirkung von Alkalien. 


Wabrend die Fraktion C, von !/10-n-Natronlauge ver- 
hiltnismaBig rasch gelést wird, greifen Carbonate langsamer 
an; 5°/oige kalte Sodalésung bleibt fast ohne Einwirkung, durch 
0,7°/oige Kaliumcarbonatlésung findet eine sehr allmahliche L6- 
sung statt, von 2 g lésten sich beim Schiitteln mit 100 ccm 
in 2 Stunden 0,4 g, dann bei der Wiederholung des Verfahrens 
0,5 g, hierbei wurde der gréfte Teil des Chlors herausgenommen, 
wahrend auch die gelésten Teile nur ganz geringe Verseifung 
erlitten hatten. Es befanden sich in der Lésung: 0,0705 g Cl 
(0,285 g AgCl) resp. 0,0273 g Cl (0,1105 AgCl), also waren 
von 0,106 g Cl—0,0978 g abgespalten worden, entsprechend 
enthielten die 0,4 resp. 0,5 g nur noch Spuren von Chlor und 
auch die ungelést gebliebenen Teile ergaben nur einen Gehalt 
von 0,35°/o Chlor (0,1542 Subst.: 0,0022 g AgCl). 


Praip. von 0,4 g. 0,1236 g Subst.: 0,0308 g AgJ = 1,6°%o CH, (schwer 
abspaltbar) 


0,1200 » » : Spuren von Ag(Cl. 


‘) Im Gegensatz zur Fraktion C, von 1—2, sowie von 3 gab also 
hier das Dehydrochloridhamin Werte, die mit den aus der Formel be- 
rechneten tibereinstimmen. 





” 





” 
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Prap. von 0,5 g. 0,1518 g Subst.: 0,0315 g AgJ = 1,32°/o CH, (schwer 
abspaltbar). 
0.1572» » : 0,0006 > AgCl. 
Nicht geléste Teile: 0,1495 >» » : 0,0469 g AgJ = 2,00°o CH, (etwas 
leichter abspaltbar). 


Beim Behandeln des Dehydrochloridmonomethylhaémins 
mit einem Uberschu8 von '/10-n-NaOH — es wurden auf 1,05 g 
Substanz 32 ccm d.h. 2 Molekiile') verwendet — war nach 
einstiindigem Schiitteln bereits fast vollstiindige Lésung ein- 
getreten, der Riickstand betrug 0,06 g. Die Losung wurde im 
ganzen 11 Tage lang der Dialyse unterworfen, wobei nur 8 ccm 
Alkali austraten. Das durch Essigsiure gefallte Hamatin ent- 
hielt nur noch 1,18°/o CH, (0,144 Subst.: 0,0267 AgJ), es war 
also bereits bei Zimmertemperatur eine teilweise Verseifung 
eingetreten. ”) 

Langsamer geht die Einwirkung von Soda vor sich; 
0,9152 g Substanz wurden mit 30 cem !/10-n-Na,CO, und 
150 cem Wasser nur kurze Zeit im Wasserbade erwarmt, da 
augenscheinlich Lésung eintrat, worauf noch eine Stunde ge- 
schiittelt wurde. Die angegebene Menge des Alkalis entspricht 
nur einem kleinen UberschuB, da sich nach der Gleichung 
C,;H,,0,N,Fe + Na,CO, = C,;,H,,NaO,N,Fe + NaHCO, fiir 
die verwendete Menge der Substanz 29,1 ccm berechnen. Es 
waren dann auch fast 0,4 g ungeldst geblieben. Das aus der 
Losung durch Essigséure gefallte Himatin loste sich nur spuren- 
weis in kalter Soda und enthielt noch 1,6°/o CH, (0,155 g Subst. 
[100°]: 0,0375 AgJ). 


) Die Menge des Alkalis ist also von erheblicher Bedeutung fiir 
die Verseifung, da 0,2°/oige NaOH in einer Menge von mehr als 3 Mo- 
lekeln verwendet bei Prip. 1—2 C,, sowie Prap. 3 C, totale Verseifung 
bewirkt hatte. 

*) Dieses, iibrigens in Sodalésung erst beim Erwiarmen ldsliche 
Hamatin wurde in «Himin» zuriickzuverwandeln gesucht und zwar durch 
Auflésen in etwas Schwefelséure haltendem Methylalkohol und Fallen der 
siedenden Lésung mit Salzsdéure. Erhalten wurde ein auch in heifer Soda 
nichtlésliches braunviolettes Pulver mit 4,5°/o CH,, das 

(0,1242 g Subst.: 0,0871 g AgJ) 
sich in schwefelséurehaltigem Methylalkohol zum gréften Teil aufléste. 
10* 
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Die anfangs nicht gelésten 0,4 g wurden darauf mit 15 ccm 
1/1o-n-Na,CO, durch Erwarmen im Wasserbade in Lésung tiber- 
gefiihrt, wobei schlieflich ein paar Tropfen Natronlauge zu- 
gesetzt wurden, um eine klare Lésung zu erhalten, dann wurde 
mit Essigsdure gefallt. Das ausgewaschene und getrocknete 
Hiimatin léste sich ohne Riickstand in wenig Methylalkohol 
auf Zusatz einiger Tropfen verdiinnter Schwefelséure auf. Die 
filtrierte und erhitzte Lésung wurde durch 25°/oige Salzséure 
gefiillt, wodurch ein «H&min» erhalten wurde, das sich in 
Ather und heifer Soda als unléslich erwies, erst durch heife 
Natronlauge ging es in Lésung. Das Gewicht betrug nach dem 
Auswaschen und Trocknen 0,3 g. Die Analyse bestiatigte den 
qualitativen Befund: es hatte sich ein Dimethylderivat gebildet. 


0,1095 g Subst. (110°): 0,0190 g AgCl und 0,0133 g Fe,O, 
= 4,29°o Cl und 8,5°%o Fe (Carius) 


0,1320> » (110°): 0,0927¢ Ag) = 4,5%o CH,. 


Es erscheint demnach bemerkenswert, dai sich aus 
einem Hiimatin ein Dimethylester bildet unter Bedingungen, 
bei denen ein Dehydrochloridmonomethylhimin keine weitere 
Veresterung erlitten hatte. 

Das Rohprodukt V war aus 15 Liter Blut in einer Aus- 
beute von 52 g gewonnen worden. DaB bei seiner Herstellung 
nach dem Eintragen der Salzsiure noch eine Viertelstunde 
erhitzt worden war, machte sich insofern geltend, als das Pra- 
parat 3,19°/o CH, enthielt. 

Bei der Herstellung des Dehydrochloridprodukts wurde 
konstatiert, daf eine merkbare Verunreinigung durch Eiweif 
nicht vorlag. 

2 g des erhaltenen KOrpers wurden darauf durch Be- 
handeln mit Methylalkohol unter Zusatz weniger Tropfen ver- 
diinnter Schwefelsiure in Lésung gebracht und die filtrierte 
und erhitzte L6sung durch 25°/oige Salzséure gefallt. Erhalten 
wurden fast 2 g eines «Haimins», das 4,9°/o Cl und 3,29°/o CH, 
enthielt. Es war also auch hier eine weitere Methylierung nicht 
eingetreten. 


0,2637 g Subst.: 0,1101 g AgJ (Zeisel) 
0,1493 » » : 0,0294> AgCl (Carius). 
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B. Umscheidung oder weitere Methylierung eines Rohprodukts. 


Zur Entscheidung der Frage, ob bei der sogenannten 
Umscheidung des Rohprodukts unter allen Umstanden ein di- 
methyliertes Himin entsteht, wurden 58 g — die Ausbeute aus 
15 Litern Blut — in Portionen von ca. 10 g mit Hilfe von je 
16 ccm Pyridin und je 150 ccm Chloroform‘) in Lésung ge- 
bracht, die filtrierte L6sung in 600 ccm siedenden Methylalkohol 
eingetragen, dem 50 ccm rauchende Salzsiiure zugesetzt worden 
waren. Nach eintigigem Stehen wurde der Krystallbrei abge- 
saugt,?) mit Methylalkohol ausgewaschen, dann mit Salzsaure 
pyridinfrei und mit Wasser chlorfrei gewaschen. 

Die Ausbeute betrug ca. je 7,5 g im Vakuum getrocknetes 


Praparat. 
Analyse. 


0,1682 g Subst. (100°): 0,3980 g CO,, 0,0818 g H,O = 63,04% C u.5,4°o H 
0,2958 » >» (i.Vak.): 0,1698 » Ag) = 3,65% CH, 
0,3126> » (140°): 03126» » = 33% » 

Der Ausfall der Methoxylbestimmung sprach also nicht 
fiir das Vorliegen eines reinen Dimethylderivates; auch zeigte 
sich bei einer Léslichkeitsbestimmung mit Hilfe von Aceton, 
wobei ein Uberschu8 des Himins bei 30° eine Stunde mit 10 g 
des Lésungsmittels geschiittelt und der hier verbleibende Rest 
wiederum mit 10g Aceton behandelt wurde, daf zunichst 
leichter losliche Anteile entfernt wurden. 


7,967 g der ersten Lésung hinterliefen 0,2632 g; Léslichkeit 1 : 29,2 
7,142 » » zweiten » > 0,1195 »; » 1: 58,8 


Es wurde nunmehr versucht, durch eine zweite Umschei- 
dung vollige Methylierung zu erreichen, wobei ein Teil des in 
Pyridin und Chloroform gelésten Priparats in Methylalkohol 
eingetragen wurde, der mit der Salzsiure versetzt und dann 
zum Sieden erhitzt worden war (Prap. A), wahrend bei dem 
andern Teil der Zusatz der Salzsiure zu dem schon siedenden 
Methylalkohol erfolgte (Praip. B). Hier zeigten sich nun schon 
im Aussehen sowie im Verhalten gegeniiber Alkalien Unter- 
schiede, indem A, ein braunviolettes Pulver, sich in heifer 





*) Wovon 50 ccm zum Nachspiilen dienten. 
*) Die Mutterlaugen wurden hier nicht untersucht. 
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Soda zu lisen begann, B, ein schwarzes Pulver, dagegen un- 
loslich war, trotzdem war die Methylzahl bei beiden sehr hoch: 
A enthielt 4,64°o CH, (0,223 g Subst.: 0,1624 g AgJ) 

B » 5,39°/o » (0,13887> » : 0,1641 » » ). 

Es mufte also ein Gemisch vorliegen; in der Tat léste 
sich A in Benzol sogar in der Wirme nur zum Teil auf. Der 
auch in kaltem Benzol lésliche Teil erwies sich als unloslich 
in heifer Soda und enthielt 4°/o CH, (0,0855 Substanz : 
0,0521 AgJ), der in Benzol unldésliche Teil war in heifer Soda 
rasch loslich und enthielt 3,2°/o CH, (0,1375 Substanz : 0,0688 AgJ). 
Beim Fillen der in Benzol gelésten Teile durch Petrolather 
blieb Substanz in Lésung; sie wurde hier nicht untersucht, 
diirfte aber den hdheren Gehalt an Methyl bedingt haben. 
B enthielt namlich in Benzol sehr leicht lésliche Teile, die bei 
der Analyse folgende Werte gaben: 

0,1382 g Subst. (100°): 0,3091 g CO,, 0,0612 g H,O, 0,0170 g Fe,O, 
= 61,00°/o C, 4,88°/o H, 8,61°/o Fe 

01624 > » (100°): 0,0387 g AgCl = 5,89°%o Cl 

1323 » > (100°): 0,106 » AgJ == 5,1°/o CH,. 

Es zeigt sich also, daf einmal die Methylierung nicht 
ausreichend ist und dann, daf sie zu weit gehen kann. Dies 
geht noch klarer aus der Untersuchnng der Teile hervor, die 
sich aus den Mutterlaugen bei der zweiten Umscheidung ab- 
gesetzt hatten, nachdem das Chloroform und ein grofer Teil 
des Methylalkohols verdampft war. Sie wurden pyridin- und 
chlorfrei gewaschen, erwiesen sich als sehr leicht ldslich in 
Methylalkohol, Chloroform, Aceton, waren nahezu unloslich in 
heiBer Soda und zeigten einen unscharfen Schmelzpunkt 
von 154—160°. Die schwarze, nicht krystallisierende Masse 


gab bei der Analyse folgende Werte: 
0,3265 g Subst.: 0,7002 g CO,, 0,1576 g H,O = 58,9%o0 C und 5,36 °/o H *) 


01475 » » :0,1259» AgJ (Zeisel) = 5,450 CH, 
0.2650 » »  : 0,1057 » AgCl (Carius) = 98% Cl 


‘) Leider ging hier ein Teil der Asche verloren, so das das Eisen 
nicht der Menge nach bestimmt werden konnte. Da aber das analoge 
Priiparat, welches bei der Umscheidung vom Rohprodukt 1—2 gewonnen 
wurde, noch 7,65°/o Fe enthielt, liegt kein Grund vor, die Méglichkeit in 
Betracht zu ziehen, daf& ein dem Haimatoporphyrin ahnlicher Kérper sich 
gebildet habe, von dem ja bekannt ist, daf§ es vier Methyle und zwei 
Molekeln Chlorwasserstoff aufzunehmen vermag. 
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welche denen nahekommen, die sich fiir ein Chlormethyl- 
Additionsprodukt an Dimethylhaimin berechnen, wahrend sie 
mit den aus der Formel C,,H,,0,N,FeCl, berechneten tiber- 
einstimmen. 
CyzHyg0,N,FeCl, : 60,90 C 5,2%H 7,68°o Nund Fe 9,73°o Cl 6,18°%o CH, 
(\5,H,,0,N,FeCl, : 58,93°%o >» 5,2°%o » 7,64%o>» >» » 9.69% » 6,15%o » 

Einem ihnlichen Kérper waren wir bereits bei der Um- 
scheidung des Rohprodukts 1—2 begegnet, auch gab die Analyse 
fast tibereinstimmende Werte. Leider kann einstweilen tiber 
die Natur der Substanz aus Materialmangel nur noch gesagt 
werden, dafi bei der durch Kochen mit 1°/oiger Natronlauge 
stattfindenden Aufldsung das Chlor vollig abgespalten wird, 
wihrend nur teilweise Verseifung eintritt. Die wieder gefiillte 
Substanz enthielt noch 1,64°/o CH, (0,1438 Substanz : 0,038 AgJ); 
ob sie einen Verlust an Stickstoff erlitten hatte, muf dahin- 
gestellt bleiben. 

Das von mir vor zwei Jahren beschriebene Dimethyl- 
himin verlor bei der Lésung in heifer 1°/oiger Natronlauge 
beide Methyle. 


C. Die Methylierung von Acethamin. 


Bei der Methylierung von Acethinin wurden dieselben Er- 
fahrungen gemacht wie bei der Umscheidung von nach Morners 
Methode mit Hilfe von Methylalkohol gewonnenem Hamin. Teils 
wurden Praparate erhalten mit der berechneten Methylzahl und 
allen Eigenschaften eines Dimethylhémins, in deren Mutterlaugen 
sich dann der K6rper in sehr geringer Menge befand, der einen 
hdheren Gehalt an Methyl und Chlor aufweist, dann wurde aber 
auch einmal ein Priparat mit nur 3,06 °/o CH, gewonnen. Dieses 
lief sich wieder durch Benzol scheiden; die hierin léslichen Teile 
stellten nach ihren Eigenschaften — Unldslichkeit auch in heifer 
Sodalésung, sowie in 1°/oiger kalter Natronlauge — und der 
Analyse reines Dimethylhamin vor. 

0,1630 g Subst. (100°): 0.3784 g CO,, 0,0778 g H,O, 0,0199 g Fe,0, 
= 63,31%o C, 5,3°%o H, 8,55% Fe 

0.1743 > » (110°): 0,0412 g AgCl = 5,8°%o Chlor 

0.2055 » » (100°): 0,0130 » Ag) = 4,03% CH,. 
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Durch Einwirkung 1°/oiger Natronlauge bei 80—90° wird 
das mit Hilfe von Methylalkohol und Salzsaure direkt erhaltene 
Dimethylhimin allméhlich in Lésung tibergefiihrt, wobei Ver- 
seifung und Abspaltung von Chlor eintritt. Beide Reaktionen 
gehen miteinander Hand in Hand. 

Bei dreimaliger Behandlung von 1 g Dimethylhémin mit 
je 100 ccm 1°/oiger Natronlauge hatten sich z. B. gelést: 37°/o, 
17°/o und 12°/o der vorhandenen Substanz, in der Losung fanden 
sich: 40°/o, 13°/o und 11°/o des vorhandenen Chlors. 

Gefunden: 0,0847, 0,0268 und 0,0224 g AgCl 
== 0,0209, 0,0063 » 0,0055 » Chlor. 

Die in Lésung gegangene Substanz enthielt hier nur noch 
Spuren von Chlor: 0,1560 Substanz : 0,0010 AgCl (Carius) 
= 0,16°/o Chlor. 

DaB sich das Dimethylhamin gegeniiber Natronlauge in 
Beziehung auf die Abspaltung des Chlors wesentlich resistenter 
erweist, sobald es aus seiner benzolischen Lésung durch Ab- 
destillation des Lésungsmittels in eine zweite Modifikation tiber- 
gegangen ist, die in Benzol kaum noch loslich ist, hatte ich 
bereits friher beschrieben.') 


Einwirkung von Anilin auf Dimethylhamin. 


Die Einwirkung von Anilin ist bisher nur in einem Versuch 
an einem reinen Dimethylhamin mit 4,21 °/o CH, (0,2620 g Sub- 
stanz bei 140° getr. = 0,1575 AgJ) geprift worden. 

Es wurden 1,45 g in das Dehydrochloridprodukt tber- 
gefiihrt und dieses 5 Tage lang mit Ather extrahiert. Hiernach 
waren 0,55 g ungelést geblieben, die beim Erhitzen mit Soda 
langsam in Lésung gingen, die Methylbestimmung ergab 3,31°/o 
CH, (0,1484 Substanz (120°) : 0,0770 g AgJ). 

Die Substanz léste sich nicht in Methylalkohol, wohl aber 
auf Zusatz weniger Tropfen verdiinnter Schwefelsdure, zeigte 
also das typische Verhalten eines Dehydrochloridhamins. 

Was sich in Ather gelést hatte, fand sich im Extraktions- 
kélbchen zum Teil im Ather suspendiert vor, zum Teil hatte es 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 45, S. 1941 (1912). 
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sich als fester mechanisch nicht zu entfernender Belag an die 
Wandung angesetzt. 

Die durch Filtrieren der atherischen Suspension und Nach- 
waschen mit Ather isolierten Anteile wogen 0,4 g, sie krystalli- 
sierten in feinen Nadeln, enthielten 4,1°/o CH, (0,2368 Sub- 
stanz : 0,1520 AgJ) und verhielten sich gegen Methylalkohol 
und verdiinnte Schwefelsdure wie die in Ather unléslichen Teile. 

Der Bodenbelag léste sich in heiBem Methylalkohol voll- 
standig auf, die filtrierte Lésung wurde mit Salzsiéure in der 
Hitze versetzt, wobei ein Niederschlag erhalten wurde, der sich 
nach dem Trocknen zum Teil in Aceton léste und aus dieser 
Lésung in den Formen des Dimethylhaimins krystallisierte. 

Was sich in Aceton nicht gelést hatte, erwies sich ebenfalls 
als krystallisiert und zeigte gegen Methylalkohol und verdiinnte 
Schwefelséure das Verhalten eines Dehydrochloridprodukts. 


D. Die Einwirkung methylalkoholischer Natronlauge auf die Haimine. 


Acethaémin l6st sich in Methylalkohol nur duBerst schwer 
auf, fiigt man aber methylalkoholische Lauge hinzu, so tritt so- 
fort véllige Losung ein. Das gleiche Verhalten zeigt nicht nur das 
Monomethylhamin, sondern auch das Dimethylhamin. Es handelt 
sich also nicht um die Bildung eines alkoholléslichen Kalium- 
salzes, an die zuerst gedacht wurde, umsomehr als eine Ab- 
scheidung von Chlorkalium nicht zu bemerken war, sondern um 
eine Hamatinbildung, da auch eine Verseifung nicht eintritt. Das 
Chlorkalium bleibt also colloid gelést und geht beim sofortigen 
Filtrieren durch das Filter.) 

Nach diesen Vorversuchen wurden je 1 g Dimethylhamin, 
Monomethylhimin (und zwar Fraktion C, vom Rohprodukt 4) 
und Acethaémin in je 4 cem 5°/oiger methylalkoholischer Natron- 
lauge — das sind etwas mehr als drei Molekeln auf eine Molekel 
Hamin berechnet — und 250 ccm Methylalkohol durch Schiitteln 
gelést, welche Operation etwa 5 Minuten in Anspruch nahm,?) 
die Lésung darauf filtriert, was wiederum etwa 5 Minuten dauerte, 





1) Allmahlich stellt sich doch ein Niederschlag von Chlorkalium ein. 
*) Geringere Mengen von Methylalkohol lésen nicht oder zu lang- 
sam und bei langerer Einwirkung der Lauge tritt Verseifung ein. 
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und das mit !/2 1 Wasser versetzte Filtrat durch verdiinnte Essig- 
siure angesiuert. Der Farbstoff fallt hierbei fast vollstandig 
aus, aus dem Filtrat wurde durch Zusatz von Silbernitrat das Cl’ 
gefillt, der Niederschlag zur Zerst6rung der anhaftenden Spuren 
von Farbstoff mit Salpeterséure behandelt und durch Lésen in 
Ammoniak und Fiillen mit Salpetersiure gereinigt. 


Erhalten wurden beim Dimethylhamin: 

0,1450 g AgCl = 0,0347 g Cl oder 66,5°/o des vorhandenen Chlors 
beim Monomethylhamin: 
0.1630 g¢ AgCl = 0,0403 g Cl oder 75,6°/o 

beim Hamin: 

0.1686 g AgCl = 0,0417 g Cl oder 77% > » > 

Kntsprechend enthielten die durch Essigsaéure gefallten 
«Hiimatine» noch Chlor, die Bestimmungen lieferten allerdings 
etwas niedrigere Werte, als sich nach der Menge des abgespal- 
tenen Chlors berechnete. 

0,1220 g des Dimethylhimatins ergaben 0,0043 g AgCl = 0,87°o Cl 
0,2020 » » Monomethylhématins » 0,0063 » » = 0,77%o 
0.2073 Himatins > 00045 > >» = 0,54% » 

Auferlich unterschieden sich die methylierten Himatine 
nicht vom Himatin, auch sind alle drei Praiparate in Methyl- 
alkohol und verdiinnter Schwefelsiure léslich. Das Dimethyl- 
himatin léste sich aber weder in kalter noch heiBer 5 °/oiger 
Sodalésung, in 1°/oiger Natronlauge erst beim Erwiérmen; es 
enthielt 3,9°/o CH, (0,1684 Substanz : 0,1043 HgJ nach Zeisel, 
die Abspaltung des Methyls erfolgte ziemlich schwer). 

Das Monomethylhimatin léste sich erst in heifer Soda- 
l6sung zum Unterschied von Hiimatin, das sich in kalter Soda 
auflést, es enthielt 1,7°/o CH. 

(0,1582 g Subst.: 0,0420 g AgJ nach Zeisel, die Abspaltung des 
Methyls erfolgte ziemlich schwer.) 

Bei einer zweiten Einwirkung der methylalkoholischen 
Lauge wurde aus diesem Monomethylhématin das Chlor vollig 
entfernt. 


0,1877 g Substanz, die bei 0,8°/o Cl noch 0,0015 g Cl enthalten 
konnten, gaben an die Lauge 0,0012 g Cl’ ab (erhalten 0,0050 g AgCl). 
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E. Die Anlagerung von Salzsaure an Dehydrochloridhamin, Hamatin 
und Dehydrohamatin. 


Die bereits auf den Seiten 136, 142, 146, 147 und 148 
beschriebene Methode zur Riickverwandlung des Monomethyl- 
dehydrochloridhiimins sowie daraus hergestellter Himatine in ein 
«Hiimin» wtrde auch noch auf die in der Uberschrift ange- 
fiihrten Kérper ausgedehnt. 

Als Ausgangspungt diente ein reines «Acethiimin». Das 
hieraus hergestellte Dehydrochloridhémin gab bei der Analyse 
annahernd richtige Werte. 

0,1690 g Subst. (120°): 0.4057 g CO,, 0,0795 g H,O, 0,0218 g Asche 
0,1467 > » (100°: 03541 > » 00723 > » 00184 > » 
0.1834 >» » (100°): 0,0040 » AgCl (Carius). 
C,,H,,0,N,Fe. Berechnet: 66,34% C 5,04%o H 9,11°%o Fe 0,0% Cl 
Gefunden: 65,47 5,23 9,03 -— 
65,83 5,48 8,8 0,5 
und lieferte bei 2 Versuchen ein «Himin» mit berechnetem 
Chlorgehalt, das dimethyliert worden war: 


1. 0,1206 g Subst.: 0,0829 g Ag] = 4,3%o CH, 


0,136 » > 10,0293 » AgC]l = 5,3°%o Cl 
2. 0,1282 » » : 0,0825 » AgJ = 4,1°%o CH, (das Methyl wird rasch 
abgespalten). 
0,1517 » : 0,0315 » AgC] = 5,14%o C1. 


Diese Hiiminpraparate lésten sich in heifier Soda nicht, 
sondern erst in warmer Natronlauge, zeigten auch gegen 
organische LOsungsmittel das Verhalten des Dimethylhamins, 
namentlich war es moglich, sie aus Eisessig oder einem Ge- 
misch von Essigséure und Chloroform umzukrystallisieren. 
Die nach dem Verdampfen der Ldsungsmittel erhaltenen 
Krystalle lésten sich in Methylalkohol nur spurenweise, auch 
auf Zusatz weniger Tropfen verdiinnter Schwefelsaéure trat 
eine Lésung nicht ein, wahrend das nicht umkrystallisierte 
amorphe Praparat in Methylalkohol etwas léslich war. Die 
Umwandlung von Dehydrochloridhémin in Dimethylhamin gelingt 
also ebenso wie die Uberfiihrung in das Hiimin selbst. Aus 
dem gleichen Acethimin wurde nach Vorschrift das Himatin 
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bereitet ; die Zusammensetzung entsprach anndhernd der Formel, 
der Chlorgehalt betrug allerdings fast 1°/o. 
C,,H,,0,N,Fe. Berechnet: 64,46°%o C 5,21°%/o H 8,85°/o Fe 0,0%o Ci 
Gefunden: 64,04°/o >» 5,0°%o » 891% » 0,997°%o » 
0,1555 g Subst. (100°): 0,3638 g CO,, 0,0696 g H,O, 0,0198 g Fe,0, 
0.1810 > » (100%): 0,0073 > AgCl. 

1 g dieses Himatins gab in fast quantitativer Ausbeute 
ein braunviolettes Pulver mit den Eigenschaften eines Dimethyl- 
haimins gegentiber Alkalien, beim Auswaschen mit kaltem 
Wasser verlor es aber immer wieder Chlor, so daf diese 
Operation unterbrochen wurde. 

Die Analyse ergab alsdann: 4,05°/o CH, und 4,76°/o Chlor. 
0,1203 g Subst. (110°): 0,0765 g AgJ (das Methyl wird rasch abgespalten) 
0,1664 > » (110°): 0,0313 » AgCl (Carius). 

Das Praparat lést sich in Chlorform sehr leicht, auch 
in einer Mischung von 80°/oiger Essigsiure und Chloroform, 
wurde aber nach Verdampfen dieser L6ésungsmittel nicht 
krystallisiert erhalten. Auch war dieser Riickstand in schwefel- 
sdurehaltigem Methylalkohol zum groBten Teil lodslich, das 
hierin Ungeléste war aus Essigséure-Chloroform nicht krystal- 
lisiert zu gewinnen. 

Das Seite 155 beschriebene Dehydrochloridhimin wurde 
nun durch Auflésen in Natronlauge und Fallung mit Essigsdéure 
in das entsprechende Himatin iibergefiihrt. Nach der Analyse 
zu urteilen, ist hierbei eine Aufnahme von Wasser erfolgt, 
das erhaltene Praparat hatte die Zusammensetzung eines 
Hamatins.') 

0,1569 g Subst. (110°): 0,3685 g CO,, 0,0713 g H,O, 0,0197 g Asche 
0,1587 >» » (110°): 0,0055 » AgCl (Carius). 
C,,H,,0,N,Fe. Berechnet: 64,46°%o C 5,21°%o H 8,85%o Fe 0,0 % Cl 
Gefunden: 64,06°/o » 5,05°%o » 8,8°%0 » 0,85°%o » 


') Auch ein bereits 1903 beschriebenes (Diese Zeitschrift, Bd. 40, 
S. 409) Priparat von Dehydrochloridhémin (Nr. A,) gab nach dem Lésen 
in 1°oiger Natronlauge durch Fallen mit Essigsiure ein «<Dehydrohamatin>, 
das die Zusammensetzung eines Hamatins aufwies. 
0,1700 g Subst. (100°): 0,4013 g CO,, 0,0852 g H,O, 0,0202 g Asche 
= 64,38°0 C, 5,57°o H, 8,3°%o Fe. 
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Bei der Riickverwandlung in ein «Himin» wurde ein 
Praparat mit nur 3,5°/o CH, und 3,2°/o Chlor erhalten.') 


0,1796 g Subst.: 0,0980 g AgJ 
0,0993 » » : 0,0172 » Ag(l. 


Dieses Rohprodukt léste sich in Chloroform, sowie in 
einem Gemisch von Chloroform und Eisessig vollig auf, nach 
dem Verdampfen letzterer Lésungsmittel verblieb ein Riick- 
stand, der von mit verdiinnter Schwefelsaure versetztem Methyl- 
alkohol zum grofen Teil golést wurde. Der nicht geléste Teil 
krystallisierte aus dem Gemisch von Eisessig-Chloroform beim 
Verdunsten der Ldsungsmittel in Formen heraus, die Hamin- 
krystallen glichen. 

Die Ergebnisse der Versuche, eine Wiederherstellung von 
«Hamin» zu erreichen, seien zum Schluf noch tabellarisch 
zusammengestellt : 














Monomethyldehydrochloridhamin liefert ein «Himin» mit 
Fy lo 
und zwar CH, | Chlor 
Fraktion C, vom Rohprodukt 1 u. 2 mit 2,1°/o CH, cht 2,8 | 4,11 
nich 
> > > » 3 » 1,65 jo » 2,4 44 
: deut- 
>i >» > 4 >» 1,8% » lie} 2,3 | 4,4 
| é' ich 
Haimatin mit 0°/o CH, liefert ein Himin. . . a 4,05 | 4,76 
T - 
> 1,18°/o » » » » a. é e Y" 4,5 —_— 
stalli- 
» ? » » » » ele: “e . 4,5 43 
siert 
» ? » » » » ee e 4,5 4,27 
Dehydrohamatin > » >» . « . |z.T.kryst.| 3,5 | 3,2 
Dehydrochloridham in > > — wand | erp 43) 53 
> >» > >» bea A 41 5,14 
Zusammenfassung. 


1. Bei der Herstellung von Himin mit Hilfe von Methyl- 
alkohol nach Mérners Methode wird in guter Ausbeute ein 
Rohprodukt mit sehr geringer Beimengung von Eiweib ge- 





1) Ein anderes Praiparat von Dehydrohématin gab durch die Riick- 
verwandlung ein «Haimin> mit 3,61°/o Chlor und 3,46°/o CH,. 
0,1420 g Subst.: 0,0212 g AgCl (Carius). 
0,1230 » » : 0,0667 » AgJ (Zeisel). 
Das Priparat léste sich beim Erhitzen mit Soda allmahlich auf 
und war zum gréften Teil in schwefelséurehaltigem Methylalkohol léslich. 
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wonnen, das in den meisten Fillen zum _ kleinen Teil aus 
Dimethylhimin, zum gr6Bten Teil aus Monomethylhamin besteht. 

2. Es haben sich Anzeichen dafiir ergeben, dah es zwei 
isomere Monomethylhimine gibt und daf bei der Darstellung 
aus Rinderblut bald das eine, bald das andere Isomere entsteht. 

3. Das eine ist in kalter 5°/oiger Sodalodsung nicht léslich, 
ebenso wie das von Nencki!) beschriebene Monoamylhaémin 
in wasserigem Ammoniak und das von mir?) dargestellte 
Monoathylbromhaémin in Alkalien unloslich sind. 

4. Das zweite Monomethylhamin lést sich in derselben 
Sodalésung auf, geht auch bei der Behandlung mit 0,7 °/oiger 
Kaliumearbonatlésung in Losung. Der geléste Farbstoff ent- 
halt noch Chlor. 

5. Das erste Monomethylhémin verliert, ohne in Lésung 
zu gehen, das Chlor und liefert ein Monomethylhimatin. Auch 
durch kurze EKinwirkung methylalkoholischer Lauge auf Mono- 
methylhaimin kann ein Monomethylhimatin erhalten werden, 
das wie das Hiimatin noch etwas Chlor enthilt. 

6. Die aus den Monomethylhaminen dargestellten Dehydro- 
chloridprodukte erwiesen sich als verschieden zusammengesetzt. 
Nach den bisherigen Analysen hat das eine die normale Zu- 
sammensetzung, das andere hat bei der Herstellung eine Molekel 
Wasser aufgenommen. 

7. Bei dem Versuch, Monomethyldehydrochloridhamin in 
das Himin zuriickzuverwandeln und zwar durch Lésen in 
schwefelsiurehaltigem Methylalkohol und Fallen der siedenden 
Losung durch Salzsiure wurde eine nicht vollstindige Auf- 
nahme von Chlorwasserstoff festgestellt, eine Veresterung zum 
Dimethylhimin findet nicht statt. 

Monomethylhimatin wie Himatin selbst werden nach der- 
selben Methode in dimethylierte Produkte tibergefiihrt, die aber 
ebenfalls den berechneten Chlorgehalt nicht aufweisen, zudem 
sind sie, wenigstens zum grofen Teil, wieder in schwefelsaure- 
haltigem Methylalkohol leicht léslich, was gegen die Himin- 
natur dieses Teils spricht. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 30, S. 411 (1900). 
“) Diese Zeitschrift, Bd. 40, S. 400 (1903). 
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8. Dehydrochloridhaémin la6t sich nach derselben Methode 
in Dimethylhamin tiberfiihren. 

9. Auch das Dimethylhamin gibt ein dimethyliertes Dehydro- 
chloridprodukt. Die Abspaltung von Chlorwasserstoff unter 
dem Einfluf{S des Anilins erfolgt also nicht nur zwischen der 
Chlorferrigruppe und einem Carboxyl, wie bisher angenommen 
wurde, es mu vielmehr der Wasserstoff auch von einer 
anderen Stelle des Molekiils fortgenommen werden kénnen. 

10. Die Verseifung von Monomethylhaémin erfolgt durch 
mehr als drei Molekiile 1 °/oiger Natronlauge bereits bei Zimmer- 
temperatur, die Verseifung von Dimethylhimin erfolgt erst in 
der Warme. 

11. Dimethylhamin lat sich durch kurze Einwirkung 
methylalkoholischer Lauge in Dimethylhématin tiberfiihren. 

An der Ausfiihrung der beschriebenen Versuche haben 
sich meine Assistenten J. Weller und A. Greiner beteiligt. 


Stuttgart, am 15. September 1912. 








Fortgesetzte Studien iiber die Pyrrolidoncarbonsdure und aus 
ihr aufgebaute Polypeptide. 
Von 
Emil Abderhalden und Erich Wurm. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. September 1912.) 








Wie wiederholt an dieser Stelle erwahnt worden ist, 
besteht die Moglichkeit, da& Pyrrolidoncarbonsaure als Bau- 
stein von Proteinen vorkommt. Der eine von uns (A.) hat 
deshalb umfassende Untersuchungen unternommen, um dieser 
Saure nachzuspiiren. Die Entscheidung der Frage, ob diese 
Verbindung zu den regelmafig oder tiberhaupt vorkommen- 
den Bausteinen der Eiweifstoffe gehért, hat aus mehreren 
Gesichtspunkten Interesse. Einmal steht die Pyrrolidoncarbon- 
sdiure zwischen Glutamin- und Pyrrolidincarbonsdure. Ferner 
ist es wichtig, tiber ihre Anwesenheit orientiert zu sein, weil 
als Mafistab einer vollsténdigen Hydrolyse von Proteinen der 
Gehalt des Hydrolysates an Aminostickstoff vor und nach er- 
folgtem Kochen mit starken Saéuren gewahlt worden ist. Man 
baut z. B. irgend ein Protein mit Fermenten ab, stellt dann 
in einem aliquoten Teil der Lo6sung den Aminostickstoff nach 
Sorensen oder van Slyke fest und kocht hierauf einen 
bestimmten Teil der Verdauungsfliissigkeit mit rauchender 
Salzsiiure (am besten leitet man gasf6rmige Salzsdure in die 
Lisung bis zur Siéttigung ein), bestimmt dann wieder in 
einem aliquoten Teil des Hydrolysates den Aminostickstoff 
und vergleicht nun die gefundenen Werte unter einander. 
Hat eine Zunahme des Aminostickstoffs stattgefunden, dann 
wird der Schlu8 gezogen, daB der Abbau durch die Fermente 
ein unvollstindiger war. Diese SchluSfolgerung kann dann 
unrichtig sein, wenn im EiweiSmolektil Bausteine vorhanden 
sind, die durch die Saéure veranderbar sind. Pyrrolidoncarbon- 
siiure 1i8t als Iminosiure weder nach Sérensen noch nach 
van Slyke Aminostickstoff erkennen. Sobald jedoch auf 
diese Aminosiure z. B. Salzsaéure einwirkt, wird sie aufge- 
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spalten. Es entsteht Glutaminsiure. Es kénnte somit das Vor- 
kommen von Pyrrolidoncarbonsiure im Eiweifmolekiil unter 
Umstinden zu einer ganz unrichtigen Beurteilung des Verlaufs 
einer Fermenthydrolyse fiihren. 

Um die Pyrrolidoncarbonséure besser kennen zu lernen, 
haben wir noch einige Derivate studiert und vor allem haben 
wir weitere Polypeptide, an deren Aufbau die genannte Siiure 
beteiligt ist, gewonnen. Um die Reinheit der dargestellten 
Produkte zu priifen, bestimmten wir den Aminostickstoff nach 
van Slyke. Diese Methode ist tiberhaupt ausgezeichnet dazu 
geeignet, um die Reinheit von Polypeptiden festzustellen. 

Als Ausgangsmaterial zu den folgenden Versuchen ver- 
wandten wir reine unkrystallisierte Glutaminsiiure aus Weizen- 
gliadin. Sie wurde in einem weithalsigen Rundkolben im Ol- 
bad auf 180° erhitzt und dann noch etwa eine Stunde lang 
bis 195°. Die hellbraune Schmelze wurde noch heif in wenig 
Wasser gelést und mit Tierkohle entfarbt. Beim Erkalten kry- 
stallisierte die Pyrrolidoncarbonséure in weifen, schdnen 
Krystallen aus, die abgesaugt und bei 100° getrocknet wurden. 
Sie zeigten sogleich den richtigen Schmelzpunkt 181—182°. 
Aus der Mutterlauge lief sich noch mehr reine Saure ge- 
winnen, wenn sie mdglichst verdampft und der Sirup schnell 
auf ca. 200° erhitzt wurde. Durch Umkrystallisieren aus 
Wasser erhielten wir dann noch reichliche Mengen. Die Aus- 
beute betrug meist 80—85°/o der Theorie. 


Darstellung von Pyrrolidonylchlorid. 

Sie erfolgte in der bereits mitgeteilten Weise.') 20 g 
feingepulverte Pyrrolidoncarbonsaure erwiirmten wir mit ca. 
70 g Thionylchlorid in einem K6lbchen, das mit Steigrohr 
und Chlorealciumrohr versehen war, auf 55—60°. Wenn die 
Salzsiureentwicklung nachgelassen hatte, wurde schnell auf 


') Emil Abderhalden und Akikazu Suwa, Synthese von Poly- 
peptiden. Derivate der Pyrrolidoncarbonsdure, Ber. d. Deutsch. chem. 
Gesellsch., Jg. 43, S. 2151, 1910. — Emil Abderhalden und Karl 
Kautzsch, Weiterer Beitrag zur Kenntnis der Glutaminséure und der 
Pyrrolidoncarbonsiure. III. Quecksilbersalze, Pyrrolidony|chlorid und Pyrro- 
lidonylamid, Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 333, 1912. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXII. 11 
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vorgewarmtem Trichter durch Glaswolle in einen Erlenmeyer- 
Kolben filtriert, der in einem Vakuumexsikkator stand. Dieser 
wurde dann evakuiert und mehrere Stunden stehen gelassen, 
wobei das Pyrrolidonylchlorid auskrystallisierte. Es wurde 
dann schnell abgesaugt und mit trocknem Chloroform ausge- 
waschen. Zum SchluB wurde es im Vakuum itber Schwefel- 
siiure und Natriumhydroxyd bis zum Verschwinden des Ge- 
ruches nach Thionylchlorid voéllig getrocknet. Die Ausbeute 
betrug 18 g — 87,5°/o der Theorie. 


Verhalten des Pyrrolidonylchlorids gegen Alkohole. 
1. Methylalkohol. 


7g Pyrrolidonylchlorid wurden in 50 ccm Methylalkohol, 
der durch gegliihtes Kupfersulfat v6llig entwassert war, ge- 
geben. Es léste sich unter schwacher Erwarmung auf. Der 
Methylalkohol wurde nun unter vermindertem Druck abdestilliert. 
Im Destillat waren reichliche Mengen Salzséiure nachzuweisen. 
Der Riickstand destillierte bei 25 mm Druck bei 180°. Bei 
einer zweiten Destillation ainderte sich der Siedepunkt nicht. Das 
Produkt krystallisierte nicht und zeigte auch die gleichen Lés- 
lichkeitsverhiltnisse wie der von E. Fischer und A. Bohner!) 
dargestellte Pyrrolidoncarbonsauremethylester. Erhalten wurden 


1,0 g = 67°/o der Theorie. 
2. Athylalkohol. 

Wir verfuhren in der gleichen Weise, wie beim Methyl- 
alkohol. 6 g Pyrrolidonylchlorid wurden in etwa 50 ccm ab- 
solutem Alkohol gelést und dieser sogleich abdestilliert. Das 
Reaktionsprodukt wurde dann bei 12 mm Druck fraktioniert, 
wobei die Hauptmenge bei 184°, dem Siedepunkt des Pyrrolidon- 
carbonsiiuredthylesters, tiberging. Das Destillat erstarrte beim 
Abkiihlen in der Vorlage krystallinisch. Es wurde aus sehr 
wenig Alkohol und viel Ather umkrystallisiert. Der Ester er- 
weichte bei 45° und schmolz bei 52—53°. Die Ausbeute be- 
trug 70°/o der Theorie. 

‘) Emil Fischer und A. Béhner, Verwandlung der Glutaminsdure 


bezw. Pyrrolidoncarbonsiure in Prolin. Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., 
Jg. 44, S. 1332, 1911. 
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Pyrrolidonyl-cholesterin. 
CO+O- CygHy, : 
bn 
<% 
H.C NH 
H,¢—CO 

Bei allen folgenden Versuchen war es von gréfter Wich- 
tigkeit, jede Spur von Feuchtigkeit auszuschlieBen. Deshalb 
wurde das Cholesterin unmittelbar vor dem Versuch 5 Stunden 
lang im Vakuum bei 100° getrocknet. Das Chloroform befand 
sich tiber oft erneuertem Phosphorpentoxyd. 

5,4 g Cholesterin wurden in etwa 150 ccm trocknem 
Chloroform gelést und dazu 2 g Pyrrolidonylchlorid gegeben. 
Dann wurde !/2 Stunde in einem Wvasserbad von 65° das 
Chloroform zu schwachem Sieden gebracht. Der Kolben war 
mit einem Riickflubkiihler mit aufgesetztem Chlorcalciumrohr 
versehen. Es fand eine lebhafte Salzsiureentwicklung statt. 
Als sie fast aufgehort hatte, wurde die Lésung von geringen 
harzigen Verunreinigungen abfiltriert und im Vakuum stark 
eingeengt. Beim Versetzen mit Petrolather und liingerem Stehen 
in einer Kaltemischung fielen Krystalle aus, die abgesaugt und 
mit Petrolather gewaschen wurden. Sie wurden dann in heifbem 
Alkohol gelést und die Lésung mit Tierkohle entfirbt. Beim 
Erkalten krystallisierte das Pyrrolidonyl-cholesterin in weifen, 
verfilzten Nidelchen aus, die abgesaugt und bei 100° getrocknet 
wurden. Der Schmelzpunkt ist nicht vollig scharf. Von 199 
bis 203° an sintert niémlich die Substanz zu einem dicken, 
triiben Oltropfen, der dann bei 205° plotzlich klar schmilzt. 

Die Substanz lést sich leicht in Chloroform, ziemlich 
leicht in Ather; in Methyl- und Athylalkohol ist sie in der 
Kialte sehr schwer, in der Wirme bedeutend leichter lislich; 
in Wasser und Petroliather ist sie unléslich. Die Ausbeute 
betrug nur 0,6 g. 

Zur Analyse wurde die Substanz bei 100° im Vakuum 
getrocknet. 

0,1296 g Substanz gaben 0,3637 g CO, und 0,1205 g H,0. 

0,1956 g Substanz gaben 5,0 cem Stickstoff (16° und 


762 mm Druck). 
11* 
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Berechnet auf C,,H,,NO,: C = 76,95°/o, H = 10,17°/o, 
N = 2,90°o. 

Gefunden: C = 76,53°/o, H = 10,40°%0, N = 3,02°/o. 

Die Mutterlauge wurde eingedampft, in Chloroform gelést 
und mit Methylalkohol versetzt. Dabei ergab sich eine starke 
Krystallabscheidung, die sich durch ihren Schmelzpunkt (146 °) 
als reines Cholesterin erwies. 


dl-Pyrrolidony]-d-alaninester. 


Zu 15 g d-Alaninester (2 Mol.), der in 200 ccm Chloro- 
form gelost war, wurden in der Kilte 8,8 g dl-Pyrrolidonyl- 
chlorid gegeben. Das Chlorid léste sich beim Schiitteln schnell 
auf. Die braune Loésung blieb ein paar Stunden stehen und 
wurde dann im Vakuum modglichst stark eingedampft. Der 
Riickstand wurde in absolutem Alkohol gelést und auf genau 
100 ccm aufgefiillt. In einem aliquoten Teil wurde das Chlor 
durch Titration nach Volhard bestimmt und zu dem Rest die 
berechnete Menge Natrium, in Alkohol gelést, hinzugefiigt. 
Nach liingerem Stehen in Eis wurde ohne Filtration der Alkohol 
im Vakuum verdampft. Zur Entfernung des Alaninesters wurde 
mehrere Male mit Alkohol abgedampft. Der Riickstand wurde 
mit Petroléther versetzt und das Gemisch von Kochsalz und 
Kupplungsprodukt abgesaugt. Aus der Mutterlauge lief sich 
durch Einengen im Vakuum und Fallen mit Petrolather noch 
eine ziemlich grofe Menge eines braunen Oles gewinnen, das 
bei liingerem Stehen in einer Kaltemischung krystallinisch er- 
starrte. Beide Fraktionen wurden getrennt in Essigester ge- 
list, mit Tierkohle entfirbt, vom ungelésten Kochsalz abfiltriert 
und mil Petrolither wieder abgeschieden. Meist wurde ein 
farbloses Ol erhalten, das aber bald krystallinisch erstarrte. 
Die Ausbeute betrug 5 g = 36,7°/o der Theorie, bezogen auf 
das angewandte Pyrrolidonylchlorid. 

Die Substanz list sich leicht in Wasser, Methyl- und 
Athylalkohol, Chloroform, Aceton, Essigester und Benzol; in 
Ather und Petroliither ist sie fast unléslich. Beim Versetzen 
der Lésung des Esters in Chloroform mit Petrolither fallt er 
in feinen, zu Rosetten angeordneten Nadeln aus. Schmelz- 


punkt: 125,5° (korr.). 
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Zur Analyse wurde die Substanz nochmals aus Essig- 
ester und Petroliither umkrystallisiert und im Vakuum bei 80° 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

0,1668 g Substanz geben 0,3201 g CO, und 0,1078 g H,O. 

0.1203 g Substanz. Verbraucht 10,4 cem !|10-n-Schwefelséure. 

Berechnet auf C,,H,,.N,0,: CG = 52,59°/o, H = 7,07°/o, 
N = 12,28°/o. 

Gefunden: C — 52,34°/o, H = 7,23°%/o, N = 12,11°/o. 

0,2262 g Substanz in Wasser gelést und auf 10 ccm auf- 
gefiillt. Drehung bei Natriumlicht im 1-dm-Rohr 1,05° nach links. 
lal, = — 46,42°. 

0,1 g Substanz wurden in 10 ccm Wasser gelést und in 
7,5 cem davon der Stickstoff nach van Slyke bestimmt. Die 
Reaktionsdauer betrug 5 Minuten. Es wurden 2,9 ccm Stickstoff 
von 750 mm Druck und 20° (iiber Wasser) entwickelt. Es sind 
dies 2,16°/o der Substanz oder 17,84°%/o des Gesamtstickstoffs. 
Ganz iihnliche Zahlen erhielten wir bei der analogen Bestim- 
mung beim Pyrrolidonyl-leucinester. 

dl-Pyrrolidonyl-dl-leucinester. 
CO——-NH 
| | CH, 
CH CH - CH, « CHZ 
i ‘CH, 
HC NH GOOCH, 
Ht -CO 

40 g dl-Leucinester wurden in 200 ccm trocknem Chloro- 
form gelést und unter guter Kiihlung 18,5 g Pyrrolidonylehlorid 
zugesetzt. Das Chlorid loste sich schnell auf. Das Chloroform 
wurde nach liingerem Stehen abdestilliert und der Riickstand 
zu 250 ccm in absolutem Alkohol gelést. In einem aliquoten 
Teil wurde das Chlor titrimetrisch bestimmt und im Rest durch 
die berechnete Menge Natriumiéthylat ausgefallt. Der Alkohol 
wurde im Vakuum zum gr6éften Teil abdestilliert und der Riick- 
stand mit Petroliither versetzt. Das Gemisch von Pyrrolidonyl- 
leucinester und Kochsalz wurde abgesaugt (I). Aus der Mutter- 
lauge wurde durch Einengen und nochmaliges Versetzen mit 
Petrolither noch eine betrachtliche Menge des Reaktionspro- 
duktes gewonnen (Il). Nr. 1 wurde mit Essigester unter Zusatz 
von Tierkohle ausgekocht und vom Kochsalz abfiltriert. Beim 
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Abkiihlen fiel der Ester in weifen, mikroskopischen Prismen 
aus. Das zweite Produkt wurde ebenfalls aus Essigester um- 
krystallisiert und erwies sich als mit dem ersten identisch. 
Aus den Mutterlaugen lieB sich keine gut krystallisierte Sub- 
stanz mehr gewinnen. Die Ausbeute an reinem Produkt betrug 
etwa 15g — 44°/o der Theorie, bezogen auf das angewandte 
Pyrrolidonylchlorid. 

Die Substanz lést sich spielend leicht in Wasser, Methyl- 
und Athylalkohol, leicht in Aceton, Benzol und hei&em Essig- 
ester; in kaltem Essigester ist sie schwer, in Ather und 
Petrolather nicht léslich. Aus Essigester krystallisiert sie in 
kleinen Prismen. Schmelzpunkt: 115—117° (korr.). 

Zur Analyse wurde die Substanz nochmals aus Essigester 
umkrystallisiert und bei 80° im Vakuum bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. 

0,1580 g Substanz gaben 0,3330 g CO, und 0,1162 g H,O. 

0,1338 g Substanz. Verbraucht 9,8 ccm !/10-n-Schwefelsaure. 

Berechnet auf C,,H,,.N,O,: GC = 57,33°/o, H = 8,21°/o, 
N = 10,37°/o. 

Gefunden: C = 57,48°%o, H = 8,23°%/o, N = 10,26°%o. 

Von diesem K6rper sind zwei Aminostickstoff bestimmungen 
ausgefiihrt worden. Bei beiden betrug die Reaktionsdauer 5 Mi- 
nuten, auch alle anderen Versuchsbedingungen wurden voOllig 
gleich gehalten. Daher stammt auch die grofBe Ubereinstimmung 
der Resultate. 

I. 0,2224 g zu 10 cem in Wasser gelést. Davon 9,46 ccm 
verwandt. | 
Sie ergaben 11,0 ccm Stickstoff von 21° und 741 mm 
Druck (iiber Wasser aufgefangen). Daraus ergeben sich 2,87°/o 
Aminostickstoff. 

Il. 0,1613 g Substanz zu 10 ccm in Wasser gelost. Ver- 
braucht 9,39 ccm. Erhalten 7,3 cem Stickstoff von 16° und 
744 mm Druck = 2,7°/o Aminostickstoff. 

Es sind somit iiber 27°/o des Gesamtstickstoffs abgespalten 
worden. Wir vermuten, da der Pyrrolidonylring aufgespalten 
worden ist. Allerdings ergibt die Pyrrolidoncarbonsaure selbst 
unter den gleichen Bedingungen keinen Stickstoff. 
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Weiterer Beitrag zur Kenntnis der o-Aminobuttersaure und 
ihrer Derivate. 


Von 


Emil Abderhalden und Erich Wurm. 


Mit einer Kurvenzeichnung im Text. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23, September 1912.) 


In einer friiheren Mitteilung') ist bereits bemerkt worden, 
daB die a-Aminobuttersiure gegen kochende, rauchende Salz- 
siure nicht ganz bestiandig ist. Wir haben weitere Versuche 
angestellt, um zu priifen, ein wie groBer Teil des Aminostick- 
stoffs unter den Bedingungen, unter denen im allgemeinen 
Proteine mit Salzsdure vollstaéndig hydrolysiert werden, abge- 
spalten wird. Diese Feststellung war deshalb von so grofer 
Wichtigkeit, weil eine erhebliche Spaltung von a-Aminobutter- 
siure beweisen wiirde, dai die bisherigen negativen Resultate 
beim Aufsuchen von a-Aminobutterséiure unter den Spalt- 
produkten von Proteinen nichts gegen das Vorkommen dieser 
Aminosiure in Eiweifistoffen aussagen. Unsere Befunde zeigen, 
dafi zwar stets beim Kochen reiner a-Aminobutterséure 
Ammoniak abgespalten wurde, doch ist dessen Menge gering. 
Der grote Teil der Aminobutterséure bleibt unverdndert. 

Wir haben weiterhin die optisch-aktiven Formy|- 
Aminobuttersduren (die l- und d-Form) genauer untersucht. 
Wir hatten grofe Schwierigkeiten bei der Darstellung der reinen 
Verbindungen zu iiberwinden gehabt. Ks stellte sich heraus, dal 
die leichte Abspaltbarkeit der Formylgruppe die Ursache der 
nicht stimmenden Analysenresultate war. Wir haben die leichte 


') Emil Abderhalden und Hsing Lang Chang, Weiterer 
Beitrag zur Kenntnis der Polypeptide, an deren Aufbau a-Aminobutter- 
sdure beteiligt ist. Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 471, 1912. 
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Verseifbarkeit studiert und Bedingungen ausfindig gemacht, 
die gestatten, die Formylkorper in reinem Zustand zu erhalten. 

SchlieBlich haben wir dl-Aminobuttersiéiure und Glycyl- 
dl-Aminobuttersiure an Kaninchen verfiittert (vom ersteren 
) g, vom letzteren 7g). Es lieBen sich im Harn weder die 
verfiitterten Substanzen noch ihre Komponenten auch nur in 
Spuren nachweisen. 


Verhalten der a-Aminobuttersaure gegen hydrolysierende Agenzien. 


Bei diesen Versuchen wurde stets so vorgegangen, dah 
| g (genau abgewogen) dl-Aminobuttersiure mit rauchender 
Salzsiure 6 Stunden lang unter Riickflu§ gekocht wurde. 
Dann wurde die Flissigkeit unter vermindertem Druck zur 
Trockne verdampft, der Riickstand in Wasser gelést und die 
Losung genau auf 100 ccm aufgefiillt. In 25 cem wurde dann 
das gebildete Ammoniak dadurch bestimmt, da’ es mit Natron- 
lauge in vorgelegte !/10-n-Schwefelséure tiberdestilliert und die 
iiberschiissige Saure mit !/10-n-Natronlauge zuriicktitriert wurde. 
Als Indikator diente stets das Natriumsalz der Alizarinsulfo- 
siiure. Aminobuttersiiure selbst spaltet, wie durch Versuche 
festgestellt wurde, bei der Destillation mit Natronlauge keinen 
Stickstoff ab. 

I. 1g Aminobuttersiure und 5 ccm konzentrierte Salzsdure. 

Verbraucht 1,06 cem !/10-n-Schwefelséure. Daraus ergibt 
sich der Ammoniakstickstoff gleich 4,37°/o des Gesamtstickstoffs. 
Il. 1 g Aminobuttersiure und 10 cem konzentrierte Salzsdure. 

Verbraucht 1,30 cem !/10-n-Schwefelséiure. Ammoniak- 
stickstoff gleich 5,36°/o des Gesamtstickstoffs. 

III. 1 g Aminobutterséure und 60 ccm konzentrierte Salzsaure. 

Dieser Menge lag die Annahme zugrunde, dal die Amino- 
buttersiure zu etwa 5°/o in einem Protein vorhanden sei. Dann 
sind 60 cem die tibliche (dreifache) der zu Hydrolysen an- 
gewandten Sauremenge. 

Verbraucht 3,1 cem !/10-n-Schwefelsiiture. | Ammoniak- 
stickstoff gleich 12,81°/o des Gesamtstickstoffs. 

Wir haben in gleicher Weise auch d-Alanin und 1|-Leucin 
untersucht und gefunden, dai beide Aminoséuren gegen kon- 
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zentrierte Salzsiure vollig bestindig sind, also kein Ammoniak 
abspalten. 

Endlich wurde 1 g Aminobuttersaure mit 60 cem absolutem 
Alkohol tibergossen und trockenes Salzsiuregas bis zur Sittigung 
eingeleitet. Die Fliissigkeit wurde zur Trockne verdampft, der 
Riickstand in Wasser gelést, auf 100 cem aufgefiillt und das 
Ammoniak bestimmt. 

Verbraucht wurden 2,20 cem !!10-n-Schwefelsiure. Ammo- 
niakstickstoff gleich 2,27°/o des Gesamtstickstoffs. 


Darstellung der aktiven Formyl-a-aminobuttersaure. 


Zur Darstellung der freien aktiven Aminobuttersiiuren ist 
es nicht nétig, die Formylkérper in reinem Zustand zu isolieren, 
da dies grofe Schwierigkeiten macht. Sie verlieren namlich 
schon bei liingerem Stehen mit kaltem Wasser zum Teil 
Ameisensiure. Zur Feststellung ihrer Eigenschaften haben 
wir die Formylkérper auf folgende Weise ziemlich rein erhalten. 

40 g Formyl-dl-aminobutterséure und 120 g wasserfreies 
Brucin (1 Mol.) wurden in 2 Liter absolutem Alkohol gelist. Nach 
kurzem Stehen und besonders beim Reiben fiel das Brucinsalz 
der Formyl-l-aminobuttersiiure aus. Es wurde abgesaugt und 
mit kaltem Alkohol gewaschen. Es wog etwa 80 g. Die 
Mutterlauge wurde eingedampft, der Riickstand in 160 ccm 
Wasser gelOst und mit 153 ccm n-Natronlauge das Brucin 
gefallt. Nach 10 Minuten langem Stehen in Eis wurde das 
Brucin abgesaugt, gut ausgewaschen und das Filtrat durch 
erschépfendes Extrahieren mit Chloroform und Ather von den 
letzten Spuren Brucin befreit. Die wiisserige Lésung wurde 
mit n-Salzsiure genau neutralisiert und im Vakuum bei einer 
35° nicht tibersteigenden Temperatur zur Trockne verdampft. 
Der Formylk6rper wurde nun durch Auskochen mit absolutem 
Alkohol vom Kochsalz getrennt. Nach Verdampfen des Loésungs- 
mittels wurde das Rohprodukt zweimal mit wasserfreier Ameisen- 
sdure erhitzt und diese wiederum abdestilliert. Um die letzten 
Spuren Kochsalz zu entfernen, verrieben wir den Riickstand 
mit Alkohol, dem mit gegliihtem Kupfersulfat das Wasser 
vollig entzogen worden war. Da der aktive Formylkérper 
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auch in Alkohol spielend léslich ist, muBte dieser wiederum vollig 
verdampft werden, was zur Vermeidung einer eventuellen 
Alkoholyse bei gewOhnlicher Temperatur durchgefiihrt wurde. 
Zur Isolierung des optischen Antipoden verfuhren wir mit den 
bei der Spaltung ausgefallenen Krystallen in derselben Weise, 
wie beschrieben. Die Eigenschaften beider Koérper sind — 
natiirlich bis auf die Drehung — genau die gleichen. Beide 
sind in kaltem Wasser, in Methyl- und Athylalkohol sehr leicht 
loslich. Sie losen sich sehr schwer in Aceton und sind in Chloro- 
form, Essigester, Ather und Petrolither unléslich. Aus Alkohol 
gewinnt man sie in unregelmaéfigen Schuppen. 

Beim Erhitzen im offenen Kapillarrohr schéumt die 
Substanz, ohne zu schmelzen, von 125° an unter vollstandiger 
Abspaltung der Formylgruppe. Ein Schmelzen unter Verfarbung 
findet erst bei 304°, dem Schmelzpunkt der aktiven Amino- 
buttersaure, statt. Im geschlossenen Kapillarrohr wird die 
Verbindung schon gegen 100° weich, zersetzt sich aber erst bei 
126° (korr.). 


1. Formyl-d-aminobuttersaure. 


10,27 mg Substanz geben 6,78 mg H,O und 17,12 mg CQ,. 

9.38 mg Substanz geben 0,923 ccm Stickstoff bei 710 mm 
Druck und 20°. (Mikroanalyse nach Pregl.) 

Auf C,H,NO, berechnet: C = 45,77°/o, H = 6,92°/o, 
N = 10,7°/o. 

Gefunden: CG = 45,47°/o, H = 7,39°/o. N = 10,7 °%o. 

0.3232 g Substanz in Wasser gelést. Gesamtgewicht der 
Loésung 7,5102 g. Spez. Gew.: 1,022. Drehung bei Natrium- 
licht im 1-dm-Rohr 1,22° nach links. [a],,, = — 27,74°. 


2. Formyl-l-aminobuttersaure. 
0,1300 g Substanz geben 0,2193 g CO, und 0,0770 g H,0. 
0,1137 g Substanz. Verbraucht 8,7 cem !/10-n-Schwefel- 
saure. 
Berechnet fiir C,H,NO,: C = 45,77°/o, H = 6,92°/o, 
N = 10,7°/o. 
Gefunden: GC = 46,01°/o, H = 6,62°/o, N = 10,72 °/o. 
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0,3230 g Substanz in Wasser gelést. Gesamtgewicht der 
Lésung 7,094 g. Spez. Gew.: 1,023. Drehung bei Natrium- 
licht im 1-dm-Rohr 1,30° nach rechts. [a],, = -++ 27,98°. 

Die aus diesen Kérpern gewonnenen freien Siiuren zeigten 
die spezifischen Drehungen von -++ 8,12° resp. — 7,86°. 


Optische Verfolgung der Abspaltung der Formylgruppe bei der 
Formy]-l-aminobuttersaure. 

8 g reine Formyl-l-aminobutterséure wurden in 200 ccm 
Wasser geldst. Das Lésungsmittel wurde abdestilliert, gleich- 
zeitig aber durch Zutropfen von frischem Wasser immer 
wieder ergiinzt. Von Zeit zu Zeit wurde eine Probe heraus- 
genommen und die Drehung festgestellt. Wie aus der Tabelle, 
und noch besser aus der Kurvenzeichnung hervorgeht, nahm 
die Drehung in gleichen Zeiten nicht um gleichviel ab, sondern 
richtete sich ungefiihr nach dem Massenwirkungsgesetz. 
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Anfangsdrehung: + 1,189 ~| | | 
Nach !/2Stunde; -+-1,05° 49 | r [+--+ —+-—~ 
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21/4» -+- 0,70° 
» Die» +- 0,65° 
» S/a > +. 0,57° 
» BB/4 > + 0,50° 
>» 43/, » + 0,35° 
>» D3ly » + 0,29° 
> la» +. 0,21° 
» 9 > |. 0,099 















































Ein Fall von Hamatoporphyrinurie bei Abdominaltyphus. 
Von 


Vinzenz Arnold. 


t 
(Aus der Abteilung fiir Infektionskrankheiten des allgemeinen Krankenhauses in Lemberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Oktober 1912.) 


Hamatoporphyrin ist nach Garrod und Saillet in jedem Harn 
nachweisbar; ein deutliches Haimatoporphyrinspektrum im nativen Harn 
habe ich jedoch bisher trotz spektroskopischer Untersuchung vieler tausende 
Harne bisher nur einmal gesehen. In dieser Hinsicht ist daher der von 
mir beobachtete Fall bemerkenswert, denn der Harn des_ betreffenden 
Kranken zeigte wahrend einer achttigigen Beobachtungsdauer ein auf- 
fallend starkes metallisches Himatoporphyrinspektrum. 

Der Kranke, L. b., 49 Jahre alt, Musiker, war am 16. VIII. 1. J. in 
die Abteilung aufgenommen worden. Laut Anamnese und _ klinischem 
Befund befand sich derselbe in der dritten Krankheitswoche. Der Zustand 
des sehr korpulenten Kranken war von Anfang an iiberaus ernst; der 
Puls beschleunigt und weich, hohes, kontinuierliches Fieber, Odem der 
Hautdecke, Benommenheit, Cyanose der Lippen und Schleimhaut des 
Mundes, die Atmung beschleunigt und oberflachlich; Lungenemphysem 
und diffuser Bronchialkatarrh. Auf der Bauchhaut einige typische Roseolen. 
Starke Auftreibung des Bauches, doch war bei Betastung keine Schmerz- 
haftigkeit zu konstatieren. Einige fliissige, braungefairbte Stihle taglich; 
am 21. und 22. trat eine mafiig starke Darmblutung ein. Am 2+. starb 
der Kranke. Die am 25. vorgenommene Autopsie ergab Ileotyphus im 
Stadium der Reinigung der Geschwiire und auferdem eine abgesackte 
Peritonitis im Anschluf§ an eine jedenfalls schon vor der Aufnahme des 
Kranken eingetretene Darmperforation. Parenchymatése Entartung der 
inneren Organe, besonders der Leber, die am Durchschnitt eine graa- 
gelbliche Fiirbung darbot. Der Kranke hatte wahrend seiner Krankheit 
weder Sulphonal noch Trional erhalten. 

Der Harn war wihrend der ganzen Beobachtungszeit klar, von 
saurer Reaktion, hohem spezifischen Gewicht und dunkel-bierbrauner 
Farbung. Diese Farbung war nicht auffallig. Der Harn enthielt etwas 
Eiweifs (0,01—0,02°/o), keine Acetessigsaure, viel Indican, Urobilin in mahig 
vermehrter Menge; die Diazoreaktion war posiliv. Der Harn zeigte bereits 
in einer Schicht von 1 cm Dieke ein deutliches metallisches Spektrum. 
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Dieses Spektrum kann leicht mit dem sehr ahnlichen Spektrum des Sauer- 
stoffhiamoglobins verwechselt werden; es unterscheidet sich von diesem 
aber dadurch, daB das zweite Band dunkler und schmiiler ist. Mit Leich- 
tigkeit kann man aber beide Kérper durch ihr verschiedenes Verhalten 
vegen einige Reagenzien unterscheiden. Auf Zusatz von Natronlauge zu 
einem Harn, welcher soviel Blutfarbstoff enthalt, als nétig ist, um ein 
deutliches Spektrum hervorzurufen, verschwindet sogleich das Spektrum 
des Oxyhimoglobins, wihrend das metallische Himatoporphyrinspektrum 
durch Zusatz von Natronlauge nicht veriindert wird. Ebenso verschwand 
das Oxyhamoglobinspektrum auf Zusatz von konzentrierter Salzsiure (etwa 
10 Tropfen auf 10 ccm Harn), wahrend auf Zusatz von Salzsiiure zu dem 
Haimatoporphyrinharn das metallische Spektrum durch das charakteristische 
Spektrum des sauren Himatoporphyrins ersetzt wurde; durch Zusatz von 
Kalilauge konnte jetzt das vierbandige alkalische Spektrum des Hiimato- 
porphyrins mit vollstandiger Deutlichkeit sichtbar gemacht werden. Zusatz 
von Essigsaéure liefS das Oxyhimoglobinspektrum verschwinden, wihrend 
das metallische Himatoporphyrinspektrum unbeeinfluft blieb. Auch beim 
Kochen veriindert sich dieses Spektrum nicht, wahrend eine Oxyhimo- 
globinlésung sich triibt und ihr Spektrum verschwindet. Dieses Verhalten 
beruht darauf, dafs Oxyhimoglobin ein intensiveres Spektrum besitzt, als 
seine hier in Betracht kommenden Derivate (Kathimoglobin, Himatin). 
In sauer reagierendem Harn wird itibrigens der Blutfarbstoff meist als 
Methamoglobin vorhanden sein. Das Oxyhaimoglobinspektrum kann auch 
noch durch die Uberfiihrung desselben in das charakteristische Hiimo- 
chromogenspektrum als solehes erkannt werden. 

Das Himatoporphyrin konnte vermittelst des Garrodschen Ver- 
fahrens, das ist durch Zusatz von Natronlauge zum Harn, mit Leichtigkeit 
gefallt und isoliert werden. Der auf diese Weise erhaltene Phosphat- 
niederschlag war von schén purpurvioletter Farbe und zeigte bei spektro- 
skopischer Untersuchung die Streifen des metallischen Spektrums mit 
grofster Scharfe und Intensitit. Der Niederschlag wurde ohne Verlust mit 
destilliertem Wasser und darauf mit Alkohol gewaschen und in salzsiéure- 
haltigem Alkohol gelést. Der Farbstoff léste sich mit priichtig purpur- 
violetter Farbe und die Lisung zeigte mit grofer Scharfe die Binder des 
sauren Spektrums. Die saure Himatoporphyrinlésung wurde leicht alka- 
lisiert, dann mit Essigsiure angesduert, mit Ather versetzt und durch 
Zusatz von Wasser der Ather, in den der Farbstoff iiberging, von der 
alkoholisch-wasserigen Flissigkeit getrennt. Die iatherische Lésung des 
Farbstoffes wurde mit Wasser wiederholt gewaschen und dann mit 5°/oiger 
Salzsiure geschiittelt, welche den Farbstoff aufnahm. Die saure Lésung 
wurde wieder alkalisiert, mit Essigsiiure angesiuert und mit Ather aus- 
geschiittelt. Die mit Wasser gewaschene atherische Lésung zeigt das 
sechsbandige neutrale Spektrum. Die Farbung einer alkalischen Hémato- 
porphyrinlésung ist zwar weniger brillant, aber rein rot; eine verdiinnte 
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Lésung ist rosarot. Die gleiche Farbung zeigt auch eine neutrale atherische 
Lésung. Die atherische Lésung des Farbstoffes wurde auch zur Dar- 
stellung des von mir beschriebenen charakteristischen Spektrums des 
Brom-Himatoporphyrins ’) beniitzt. Dieses Spektrum ist durch ein ungemein 
intensives Absorptionsband zwischen C und D ausgezeichnet, welches in 
alkalischer und neutraler Lésung ganz nahe an C herangeht (A 650—A 635), 
in saurer sich gegen das Violett verschiebt (A 629—A 615). Unter vor- 
sichtigem Zusatz von Bromwasser, welches vorher mit Alkohol vermischt 
wurde, ging die rote Fairbung der atherischen Lésung allmahlich in einen 
briunlichen Farbenton iiber, und zugleich erscheint das charakteristische 
dunkle Band des Brom-Haématoporphyrins nach links vom ersten Band 
des neutralen Spektrums, welches schlieflich verschwindet. Die inneren 
}inder dieses Spektrums sind um vieles schwacher wie im urspriing- 
lichen Himatoporphyrinspektrum. Schiittelt man die atherische Lésung 
mit verdiinnter Salzséure, so geht der Farbstoff mit blauvioletter Farbung 
in die wisserige Schicht tiber, die jetzt das charakteristische Spektrum 
des Brom-Hiimatoporphyrins in saurer Lésung darbietet. 

Durch Laugenzusatz nach Garrod lief sich der Farbstoff nur aus 
frischem und unzersetztem Harn gewinnen; aus einer griferen Menge 
alkalisch gewordenen Harnes wurde auch nach Zusatz einer Lésung von 
Caleiumphosphat in Essigsaéure durch Kali- oder Natronlauge der Farbstoff 
nicht mehr ausgefallt. Aus diesem Harn konnte das Haématoporphyrin 
noch durch Ausfallung vermittelst Chlorbaryum oder Baryumacetat ge- 
wonnen werden. Der ausgewaschene Niederschlag wurde mit salzsiure- 
haltigem Alkohol ausgezogen. Die braunrote Lésung wurde leicht alka- 
lisiert, mit Essigsiure angesiiuert und nach Zusatz von Wasser mit Ather 
ausgeschiittelt; die erhaltene atherische Lésung wurde mit Wasser ge- 
waschen und darauf mit 5°/oviger Salzsiure geschiittelt, in welche der 
Farbstoff mit purpurvioletter Farbe tiberging. Die saure Fliissigkeit wurde 
wieder leicht alkalisiert, mit Essigsiure angesiuert, mit Ather geschiittelt 
und die iitherische Losung mit Wasser gewaschen. Die Ausbeute war zu 
vering, um eine Reindarstellung des Farbstoffes versuchen zu kénnen. 

Aus dem Harn selbst konnte der Farbstoff weder durch Ather, 
noch durch Essigiither oder Amylalkohol extrahiert werden. 

Beziiglich des Spektrums des Harnhaimatoporphyrins ware noch zu 
bemerken, daf ich auch in einem zweiten von mir beobachteten Fall yon 
Hamatoporphyrinurie, welche nach dem Gebrauch von Trional aufgetreten 
war, bei spektroskopischer Untersuchung des Harnes ein metallisches 
Spektrum beobachtet habe. Dieser Umstand ist nicht unwichtig, da dieses 
Spektrum leicht mit dem ahnlichen Spektrum des Oxyhaémoglobins ver- 


wechselt werden kann. 


') Zentralblatt f. d. med. Wissensch., 1899, Nr. 28. 
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Uber Reaktionen zwischen Enzymen und anderen Substanzen. 


Von 
S. G. Hedin. 


(Der Redaktion zugegangen am 21, September 1912.) 


Bereits vor mehreren Jahren habe ich gefunden, daf 
durch feste Pulver adsorbierte Enzyme unwirksam sind. 
Solche Pulver, welche ein Enzym aufzunehmen imstande sind, 
hemmen folglich dessen Wirkung in mehr oder weniger aus- 
gesprochener Weise.') Doch gibt es Stoffe, welche, wenn sie 
bei der Reaktion zwischen Pulver und Enzym zugegen sind, 
die Aufnahme von Enzym seitens des Pulvers beeintrachtigen 
oder, wenn sie erst, nachdem das Emzym bereits aufgenom- 
men ist, zugesetzt worden, das Enzym zum geringen Teil 
wieder frei zu setzen vermdgen. In dieser Weise wirken ge- 
wisse Stoffe, welche in derselben Weise wie das Enzym 
durch das Pulver adsorbiert werden. Aus dem Grunde wird 
z. B. ein geringer Teil des durch Kohle aufgenommenen 
Trypsins durch Casein von der Kohle verdrangt.?) Das durch 
Kohle adsorbierte Lab wird durch salzsiurebehandeltes Eier- 
klar oder Serum sowie durch Traubenzucker zum _ geringen 
Teil freigesetzt.°) Eriksson konnte durch Kohle aufgenom- 
menes Invertin mit Hilfe von Rohrzucker teilweise von der 
Kohle verdrangen.*) 

DaB das Aktivwerden des Enzyms an dessen Verdrin- 
gung von der Kohle durch den zugesetzten Stoff liegt, konnte 
ich beziiglich des salzsiurebehandelten Eierklars auf dem 





1) Biochem. Journ., Bd. 1, S. 484 (1906); Diese Zeitschrift, Bd. 60, 
S. 364 (1909). 

*) Biochem. Journ., Bd. 2, S. 81 (1906). 

5) Diese Zeitschrift, Bd. 63, S. 143 (1909). 

*) Ebenda, Bd. 72, S. 313 (1911). 


Huppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXXII. 12 
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Grunde beweisen, daB zuniachst mit Eierklar behandelte und 
darauf wiederholt mit Wasser gewaschene Kohle nur so viel 
Lab aufnimmt wie eine gleiche Menge Kohle, die in der 
Gegenwart der ganzen fiir die Behandlung der Kohle ange- 
wandten Eierklarmenge mit Lab behandelt wird. Die Gegen- 
wart des in der Lésung zuriickgebliebenen Eierklars ist folg- 
lich fiir die Behinderung der Aufnahme des Labs ohne Be- 
lang; nur die an der Kohle verfestigte Menge spielt dabei 
eine Rolle. Bemerkenswert ist, dai in gewissen Fillen auch 
diejenige Substanz, auf welche das Enzym einzuwirken ver- 
mag (das Substrat), einen geringen Teil des adsorbierten En- 
zyms freizusetzen imstande ist (siehe oben). Am einfachsten 
wird dies dadurch klargelegt, daB in der Gegenwart der mit 
Enzym beladenen Kohle eine kraftigere Enzymwirkung er- 
halten wird als mit derselben Menge der von Kohle befreiten 
Enzymlésung; ferner nimmt die Menge freigesetzten Enzyms 
mit der Zeit zu, wahrend welcher das Substrat auf die mit 
Enzym beladene Kohle vor der Entfernung des_letzteren 
einwirkte. 

Zwischen der Hemmungswirkung der Kohle und der 
verschiedener in Wasser als Kolloide léslicher Stoffe (z. B. 
hemmender Substanzen im Serum) bestehen in der Tat viele 
Analogien, was mich zu der Vermutung veranlaft hat, dab 
auch die Hemmung durch gewisse kolloide Stoffe auf einer 
Reaktion zwischen dem Hemmungskérper und dem Enzym 
beruht, welche Reaktion mit der Aufnahme von Enzymen 
seitens fester Pulver zu vergleichen ware.') 

Aus der Verbindung mit der hemmenden Substanz und 
dem Enzym konnte ich wohl in gewissen Fallen das Enzym 
durch Behandlung mit Saure freisetzen, was dadurch zu- 
stande kam, da der Hemmungskorper entweder zerlegt oder 
zum mindesten geléhmt wurde.?) Dagegen ist das Freiwerden 
von Enzym unter dem Einflu8B von kolloiden Stoffen, welche 
mit dem Hemmungskorper sich verbinden kénnten, noch nicht 





‘) Diese Zeitschrift, Bd. 50, S. 497 (1907); Ergebn. d. Physiol., Bd. 9, 
S. 433 (1910). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 60, S. 85, 364 (1909). 
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nachgewiesen. In der Tat ist der Nachweis eines solchen 
Freiwerdens von Enzym aus dem Grunde_ schwieriger als 
bei der Verbindung Kohle-Enzym, dai die in Wasser lés- 
lichen hemmenden Stoffe aus der Lésung sich nicht ent- 
fernen lassen. 

Folglich mu8 man fir solche Fille andere Wege ein- 
schlagen. Ich habe meinen Assistenten, Kand. Jahnson- 
Blohm, veranlait, solche Wege zu versuchen; itiber seine 
Versuche wird in der folgenden Abhandlung berichtet. Um 
méglichst einfache Verhiltnisse zu schaffen, haben wir die 
Einwirkung auf die Enzymhemmung in erster Linie von 
solchen Stoffen geprift, auf welche das fragliche Enzym nicht 
einzuwirken vermag. Aus der folgenden Darstellung geht her- 
vor, daB es Jahnson-Blohm gelungen ist, fiir mehrere Fiille 
eine Einwirkung nachzuweisen sowohl auf die Hemmung, 
durch Kohle wie auf die durch Sera. 

Bemerkenswert ist die verschiedene Festigkeit, mit 
welcher z. B. das Lab an verschiedene hemmende Stoffe ge- 
bunden wird. So bindet Immunserum viel fester als nor- 
males Serum. Ubrigens wird auf die Arbeit von Jahnson- 
Blohm verwiesen. 

Es braucht kaum hervorgehoben zu werden, daf} die 
aus den Versuchen von Jahnson-Blohm erhaltenen Ergeb- 
nisse in hohem Grade geeignet sind, die oben erwéhnte An- 
schauung tiber die Bindung zwischen Enzym und Hemmungs- 
kérper zu stiitzen. 

















Die Einwirkung einiger kolloiden Substanzen auf die Hemmung 
der Enzymwirkungen. 
Von 


G. Jahnson-Blohm. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Upsala.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. September 1912.) 








Die Untersuchungen, iiber welche im folgenden berichtet 
wird, waren hauptsichlich darauf eingerichtet, auszufinden, ob 
die Entstehung der Verbindung zwischen Enzymen und hem- 
menden Substanzen durch die Gegenwart von kolloiden Sub- 
stanzen, auf welche das Enzym nicht einzuwirken vermag, 
verhindert werden kann; ebenfalls wurde untersucht, ob die 
bereits fertige Verbindung Hemmungskorper-Enzym durch die 
genannten Substanzen aufgehoben und das Enzym somit in 
aktive Form tibergefiihrt werden kann. Die gebrauchten Enzyme 
waren Lab und Trypsin. Als hemmende Substanzen wurden 
fiir das Lab Kohle, Normal- und Immunserum, fir das Trypsin 
Kohle und Serumalbumin angewandt. Daneben ist die Beziehung 
des Saponins zu Labzymogen in Untersuchung gekommen. 
Die kolloiden Stoffe, deren Einwirkung auf die Verbindung 
Hemmungskorper-Enzym_ gepriift wurde, waren Saponin, 
Cholesterin und salzsiurebehandeltes Eierklar. Das Saponin 
war von Kahlbaum bezogen und war mit gegen Lackmus 
neutraler Reaktion leicht und vollstandig in Wasser loslich. 
Ks gab die fiir Saponine charakteristischen Reaktionen. Be- 
kanntlich dialysieren die Saponine nicht oder wenigstens sehr 
schwer. Um mich zu itiberzeugen, daf nicht dialysable Stoffe, 
die eventuell als Verunreinigung vorkamen, fiir meine Resultate 
verantwortlich waren, wandte ich dialysiertes Saponin bei 
einigen Versuchen an und bekam mit diesem dieselben Resultate. 
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Das Cholesterin ist in Form einer Wassersuspension benutzt 
worden, dessen Herstellung unten angegeben wird. 


Lab, Kohle und Saponin. 


Bei diesen Versuchen wurden eine 1°/oige Kohle- 
suspension und eine 1°/oige Saponinlésung angewandt. Zur 
Gerinnungsprobe, die immer bei 37° stattfand, wurden 10 ccm 
Milch, die vorher auf 37° erwaérmt worden war, genommen. 
Die Volumina der fiir Vergleichung abgesehenen Proben waren 
der Beschreibung gemi&fS immer gleich. 


Versuch 1. 


A. 2 ccm Kohlesuspension wurden mit 2 ccm Saponin- 
ldsung gemischt und in einem Wasserbad von 37° 10 Minuten 
lang aufbewahrt. Darauf wurden 2 ccm Lablésung zugesetzt ; 
die Kohle wurde durch Zentrifugieren entfernt. Von der klaren 
Fliissigkeit wurden 3 ccm fiir die Bestimmung der Gerinnungs- 
zeit genommen. 

B. Anstatt Saponinldsung wurde Wasser genommen ; im 
iibrigen war das Verfahren dasselbe wie in A. 

C. Kontrollprobe mit Wasser anstatt der Kohlesuspension 
und der Saponinlésung. 

Folgende Gerinnungszeiten wurden erhalten: 

Mit A (Kohle-Saponin) 14 Minuten. 
» B (Kohle-Wasser) 78 
C 14 > 

In diesem Falle hat also die Gegenwart von Saponin 
die Aufnahme von Lab durch die Kohle vollstandig verhindert. 
Saponin ist nach folgendem Versuche ohne Einwirkung auf 
das Lab. 


Versuch 2. 


(Saponin-Lab) 9 Minuten. 
(Wasser-Lab) 9 > 
Die Einwirkung des Saponins auf die Kohle geschieht 
sehr schnell. Wenn auch das Zusetzen von Kohle, Saponin 
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und Lab rasch nacheinander stattfindet, wird die Kohle voll- 
stiindig verhindert, ihre Hemmung auszutiben. 

In guter Ubereinstimmung mit obenerwdhnter Beobachtung 
steht das Ergebnis folgender Versuche, nach welchen Saponin 
das Vermégen besitzt, Lab, das schon durch Kohle aufgenommen 
ist, von der Kohle zum Teile abzulésen. 


Versuch 3. 


A. Je 1 cem von der Kohlesuspension und der Lab- 
lésung wurde gemischt und 1 Stunde lang bei 37° aufbewahrt. 
2 ccm Saponinlésung wurden darauf zugesetzt; nach 15 Minuten 
wurde zentrifugiert und mit 2 cem der klaren Flissigkeit die 
Gerinnungszeit ermittelt. 

B. Zur Kohle-Labmischung wurde anstatt Saponin Wasser 
zugesetzt; im tibrigen wie in A. 

C. Kontrollprobe mit Wasser anstatt Kohle und Saponin. 

Die Gerinnungszeiten waren: 


Mit A (Kohle-Lab-Saponin) 59 Minuten. 
» B (Kohle-Lab-Wasser) 225 > 
» C 12 : 

Praktisch genommen war alles Lab durch Kohle gebunden 
worden, aber dann zum grofen Teile durch den EinfluB des 
Saponins abgelést worden. Dabei spielt eine lingere Zeit fiir 
die Einwirkung des Saponins auf die Kohle-Labverbindung eine 
groBe Rolle, wie es der folgende Versuch zeigt. 


Versuch 4. 


A. Wie in Versuch 3 wurde eine Mischung von gleichen 
Teilen Kohlesuspension und Labloésang 1 Stunde lang bei 37° 
gehalten; eine mit dieser Mischung gleich groBe Menge Saponin- 
lésung wurde zugesetzt; das Ganze wurde bei einer Tempe- 
ratur von 37° gehalten. Nach den unten angegebenen Zeiten 
wurden davon Proben genommen, die zentrifugiert wurden, 
worauf die Gerinnungszeiten mit 2 ccm festgestellt wurden. 

B. Wasser wurde anstatt Saponin zugesetzt. Die Be- 
handlung war im tibrigen wie in A. 

C. Kontrollprobe. 
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Der Versuch ergab folgende Gerinnungszeiten : 


Mit A (Kohle-Lab-Saponin) 5 Minuten 135 Minuten. 
» » , 10 > 80 > 
» 2 » 20 » 58 , 
>» » 40 » 43 > 
a" 60 > 39 ’ 
» » 90 » 32 . 
>» » . 150 » 27 
; . 210 , 24 , 
» » > 270 : 23 > 
Mit B (Kohle-Lab-Wasser) 5 Min. Keine Gerinnung in 6 Std. 
‘ . 90 . : 
» > 270 >» : 
Mit C 21/2 Minuten. 
Versuch 5. 


Bei diesem Versuche wurden die Gemenge wie in Ver- 
such 4 bereitet. Die Gerinnungszeiten waren: 


Mit A (Kohle-Lab-Saponin) 5 Minuten 31 Minuten 
> > 10 » 25 > 
>» » 20 > 21 , 
40 : 18 ; 
>» » > 60 » 15!/2 » 
> » » 90) » 15 » 
» > 120 » 15 . 
Mit B (Kohle-Lab-Wasser). Keine Gerinnung in 3 Stunden. 
Mit C 2 Minuten. 


Wie aus den Versuchen 4 und 5D ersichtlich, dauert es 
eine gewisse Zeit, bis das Lab von dem Saponin freigemacht 
wird; nach einer Zeit, die in verschiedenen Fallen verschieden 
ist, wird kein Lab mehr frei. 

Folgender Versuch wurde gemacht, um den EinfluB ver- 
schiedener Temperaturen festzustellen. 


Versuch 6. 


A. Zu einer 1 Stunde lang bei 37° erhitzten Kohle-Lab- 
mischung wurde die Saponinlésung zugesetzt; davon wurden 
2 Proben genommen, von welchen die eine bei einer Tempe- 
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ratur von 37° und die andere bei 15° gehalten wurde. Danach 
wurde im iibrigen wie in Versuch 4A verfahren. 

B. Der Kohle-Labmischung wurde Wasser anstatt Saponin 
zugesetzt. 

C. Kontrollprobe. 

Folgende Gerinnungszeiten wurden erhalten: 


Bei 37° 15° 
Mit A (Kohle-Lab-Saponin) 5 Min. 23!/2 Min. 59 Min. 
» 9 > 10 » 20 > 54. > 
> 20 » 16 > 45'/2 » 
» 40 » 14'/2  » 39> 
>» > 60 » 14'/2 >» 34'/2 » 
>» , 90 » 131/2 » 330 > 
>» » 120 » 1353/4» 31 > 
» > ’ 150 » 13 ° 291/2 » 
Mit B (Kohle-Lab-Wasser) 5 Min. Keine Gerinnung in 3 Std. 
>» » » 60» » 
» ; 150 » , 
Mit C 2 Minuten. 


Aus diesem Versuche geht hervor, dai das Saponin bei 
einer hdheren Temperatur eine kriftigere Wirkung ausiibt. 
Die Zeit, nach welcher die Einwirkung auf die Kohle-Labver- 
bindung endet, ist bei einer héheren Temperatur bedeutend 
kiirzer als bei niederer. Bei 15° wurde er nicht einmal nach 
einer 6 Stunden langen Behandlung erreicht, wie andere Ver- 


suche ergaben. 
Eine gréBere Menge Saponin hat nach folgendem Ver- 


suche groéfere Einwirkung als eine kleinere. 


Versuch 7. 


Zu der 1 Stunde lang bei 37° erhitzten Kohle-Labmischung 
wurde in der einen Probe eine 1°/oige Saponinlésung und in 
der anderen eine 3°/oige zugesetzt. Im iibrigen war die Be- 
handlung wie im vorigen Versuche. Die Mischungen B und C 
wurden hierbei nicht hergestellt. 

Es ergaben sich folgende Gerinnungszeiten : 
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Saponinlésung 3°/o 1°/o 
(Kohle-Lab-Saponin) 5 Min. 291/2 Min. 35 Min. 
10 » 26!/2  » 31 9 
, 20 >» 25 28 
> 40» 23 2514/2 » 
. 60» 17'/2 » 21 
> 120 » 1534/2 » 19» 
> 300 » 15 1912 » 
> 420 » 1534/2 » 191/2 » 


Die 3°/oige Saponinlésung macht also mehr Lab frei. Das 
Maximum der Einwirkung des Saponins ist in beiden Fallen 
ungefahr gleichzeitig erreicht worden. 

Um den Einfluf verschiedener Wassermengen zu ergriinden, 
die doch bei der Behandlung der Kohle-Labverbindung gleiche 
Mengen Saponin enthielten, wurde folgender Versuch gemacht. 


Versuch 8. 


Die 1 Stunde lang bei 37° erhitzte Kohle-Labmischung 
wurde in 3 verschiedenen Proben mit Saponinlésung und Wasser 
in den hier unten angegebenen verschiedenen Mengen versetzt. 


A 2cem Kohle-Labmischung + 2 cem Saponinlésung ohne Wasser. 
B2 >» » 4-2 » > +4ccem » 
C2 » > +2 » , + 8ccm » 


Nachdem die drei Proben 15 Minuten lang bei einer 
Temperatur von 37° gehalten waren, wurde zentrifugiert; von 
der klaren Fliissigkeit wurden die unten angegebenen Mengen 
genommen und mit Wasser wie folgt gemischt. 


1cem A + 2 ccm Wasser. 
2 » B ~1e 1 » » 
3» C kein Wasser. 


Wahrend der Einwirkung des Saponins auf die Kohle- 
Labverbindung war also die Wassermenge in den 3 Proben 
verschieden, die Saponinmenge aber gleich. Nach dem Zentri- 
fugieren wurde durch das Zusetzen von Wasser die Konzentra- 
tion in den drei Proben dieselbe. Die Gerinnungszeiten waren: 
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Mit A 61/2 Minuten. 


» B 622 » 
>» C 63! » 
Versuch 9. 


Bei einem anderen Versuche mit anderen Mengen der- 
selben Bestandteile ergaben sich folgende Gerinnungszeiten: 
Mit A 37!/2 Minuten. 

B 36 > 
C 8% 

Aus den zwei letzten Versuchen geht hervor, dai die 
Wassermenge bei der Einwirkung des Saponins auf die Kohle- 
Labmischung bedeutungslos ist. Mdglich ist, daB die Wasser- 
menge bei sehr kurzer Einwirkung des Saponins einen EinfluB 
auf die Reaktionsgeschwindigkeit haben kann; der Endzustand 
wird aber nicht durch die Menge des Wassers beeinfluBt. 

Aus den Versuchen 1—9 geht hervor, da das Saponin 
dem hemmenden Einfluf{ der Kohle auf die Labwirkung ent- 
gegenwirkt, und dai das Saponin einen Teil des durch Kohle 
gebundenen Labs frei macht, wobei Zeit, Temperatur und 
Saponinmenge eine wesentliche Rolle spielen. Daf die Kohle 
das Saponin aufnimmt und an sich bindet in der Weise, dab 
dasselbe nicht durch Wasser weggewaschen werden kann, 
zeigt folgender Versuch. 


Versuch 10. 


A. 2 cem Kohlesuspension und 2 ccm Saponinlésung 
wurden gemischt und 10 Minuten lang bei 37° gehalten; 2 ccm 
Lablésung wurden darauf zugesetzt. Die Mischung wurde zen- 
trifugiert und die Gerinnungszeit mit 3 ccm ermittelt. 

B. 2 cem Kohlesuspension und 2 cem Saponinlésung 
wurden 10 Minuten lang bei 37° gehalten, wonach die Mischung 
zentrifugiert wurde. Die klare Fliissigkeit wurde abgegossen; 
die zuriickgebliebene Kohle wurde durch Aufgu8 von Wasser, 
Umschiittelung und neues Zentrifugieren gewaschen. Nachdem 
die Kohle auf diese Weise dreimal gewaschen worden war, 
wurde sie mit 4 ccm Wasser und 2 ccm Lab versetzt. Die 
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Kohle wurde wegzentrifugiert und die Gerinnungszeit mit 3 cem 


ermittelt. 

C. Wie in A, aber mit Wasser anstatt Saponin. 

D. Kontrollprobe mit Wasser anstatt Kohlesuspension 
und Saponinlosung. 

Die Gerinnungszeiten waren folgende: 


Mit A (Kohle-Saponin-Lab) 18 Minuten. 
B ({Kohle-Saponin| gewaschen -Lab) 19'/2 » 
» (€ (Kohle-Wasser-Lab) 134 
» D 18 


In C konnte die Kohle die Labwirkung hemmen. In A 
und B wurde die Hemmung durch die Gegenwart des Saponins 
aufgehoben. In B wurde, nachdem die Kohle Saponin aufge- 
nommen hatte, die Kohle wiederholt mit Wasser gewaschen; 
dessen ungeachtet wurde das Saponin durch die Kohle zuriick- 
gehalten und hinderte also die Kohle, das Lab aufzunehmen. 
Die beiden Gerinnungszeiten mit A und B sind fast gleich, 
und daraus geht hervor, daB nur das Saponin, das von der 
Kohle aufgenommen wird, wirkt, und nicht das, welches in 
der Fliissigkeit sich befindet. 


Lab, Normalserum und Saponin. 


Die hemmende Einwirkung des Serums auf Lab, auf welche 
zuerst Hammarsten und Rédén') aufmerksam machten, ist 
eingehend von Hedin®) untersucht worden. Er fand unter an- 
derem dabei, dafi die Hemmungswirkung nach vorangegangener 
Behandlung des Serums mit HCl nicht zustande kommt, und 
ferner dafi die Séure das Lab aus seiner Verbindung mit Serum 
frei macht. In den folgenden Versuchen habe ich den EinfluB des 
Saponins auf die Fahigkeit des Serums, die Labwirkung auf- 
zuheben, untersucht. 

Neutralisiertes und verdiinntes Serum vom Pferde (in 
einigen Fallen vom Ochsen) wurde angewandt. Wie in den 
vorigen Versuchen war die Saponinlésung, wenn nicht anderes 
angegeben wird, 1°/oig. 





') Upsala Liakaref. forh., Bd. 22, S. 546, 1887. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 60, S. 85, 1909. 
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Versuch 11. 


A. Zu 1 ccm Serum wurde 1 cem Saponinlésung zugesetzt 
und die Mischung 10 Minuten lang bei 37° aufbewahrt; da- 
nach wurde 1 ccm Lab zugegeben und das Ganze 5 Minuten 
lang bei 37° gehalten. Danach wurden die Gerinnungsversuche 
ausgefiihrt. 

B. Wie in A, aber mit Wasser anstatt Saponinlésung. 

C. Kontrollprobe. 

Folgende Gerinnungszeiten wurden erhalten: 

Mit A (Serum-Saponin-Lab) 26!/2 Minuten. 
» B (Serum-Wasser-Lab) 135 > 
C 11 

Das Serum ist also zum grofien Teile gehindert worden, 
seinen hemmenden Einflu8 auf die Labwirkung auszuiiben. 
Das Saponin ist, wie vorher Versuch 2 zeigt, ohne Kinflu8 
auf das Lab. 

Der EinfluB verschiedener Zeiten fiir die Einwirkung des 
Saponins auf das Serum ist in folgendem Versuche untersucht 


worden. 
Versuch 12. 


A. Gleiche Teile von Serum und Saponinlésung wurden 
gemischt und bei 37° gehalten. Nach unten angegebenen Zeiten 
wurden von der Mischung jedesmal 2 ccm genommen; das Lab 
wurde zu diesen zugesetzt, die Mischung 10 Minuten lang bei 
37° gehalten, wonach die Gerinnungszeiten auf gewohnliche 
Weise ermittelt wurden. 

B. Eine Mischung von 1 ccm Serum, 1 ccm Wasser und 
1 cem Lab wurde 10 Minuten lang bei 37° gehalten; danach 
wurde die Milch zugesetzt. 

C. Kontrollprobe. 

Die Gerinnung fand nach folgenden Zeiten statt: 

Mit A (Serum-Saponin) unmittelbarer Zusatz von Lab 14 Minuten. 


> » > nach 3 Minuten 14 » 
» » 6 » 13 » 
» > 8) » 13 » 


. , » 15 » 13 1/9 » 
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Mit A (Serum-Saponin) nach 25 Minuten 12!/2 Minuten 
» » . » 40 » 13 » 
% > » 60 » 13 ’ 

MitB (Serum-Wasser) 39 ; 

Mit C g ‘ 


Aus diesem geht hervor, dafi eine langere Zeit fiir die 
Einwirkung des Saponins auf das Serum ohne erwiihnens- 
werte Bedeutung ist. Die Reaktion findet also sehr schnell statt. 

Der EinfluB verschiedener Saponinmengen geht aus fol- 
gendem Versuche hervor. 


Versuch 13. 


A. Zu 1 ccm Serum wurden, wie die unten angegebene 
Tabelle zeigt, verschiedene Mengen Saponinlésung und Wasser 
zugesetzt, so dali die Volumina immer gleich wurden; das 
Lab wurde darauf zugegeben. 

B. Anstatt Saponin wurde Wasser genommen. 

C. Kontrollprobe. 

Folgende Gerinnungszeiten wurden ermittelt: 

Mit A (Serum +- #/2ccm Saponinlés. -++ 1!/2 cm H,O) 47 Minuten. 


sts 42 > » t1 » H,O)33. > 


>» » ( » -[. 11/2 » » - 1/9 » H,O) 27 > 
>» ( » +2 » > kein Wasser) 23 » 
Mit B (Serum-|-2ccm Wasser) 56» 
Mit C 15 > 


Wie ersichtlich, hat eine gréBere Menge Saponin eine 
kraftigere Wirkung. 

Die Einwirkung des Saponins auf das schon gebundene 
Lab wurde in folgendem Versuche untersucht. 


Versuch 14. 


A. Eine Mischung von Serum und Lab wurde 2 Stunden 
lang bei 37° gehalten. Ein dieser Mischung gleich grofes Vo- 
lumen Saponinlésung wurde zugesetzt, und nach unten an- 
gegebenen Zeiten wurden 2 ccm fiir die Bestimmung der Ge- 
rinnungszeit davon genommen. 

B. Wie in A, aber mit Wasser anstatt Saponin. 

C. Kontrollprobe. 
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Die Gerinnungszeiten waren: 
Mit A (Serum-Lab-Saponin) unmittelbar 97 Minuten 
> » nach 1 Stunde 78 > 
>» 2 Stunden 71 > 
» 8 » 70 > 


a > » 


>» > » 


» » » » D » 63 » 
>» » » s 2 > 57 > 
Mit B (Serum-Lab-Wasser) unmittelbar 112» 

» » nach 1 Stunde 108 » 

> > » § Stunden 110 » 
» » » 7 > 111 » 
ies) sé. sa ee OU we ied Ge eee > 


Mit einem anderen Versuche wurden folgende Zeiten 
erhalten: 


Versuch 15. 


Mit A unmittelbar 81 Minuten 
» » nach 30 Minuten 72 > 
> » » 60 > 63 > 
» » » 120 , 57 > 
Mit B unmittelbar 83 » 


» » nach 60 Minuten 90 » 
» » » 120 » 96 » 
Mit C a ae a > 


Aus den beiden letzten Versuchen geht hervor, daB das 
Saponin das Lab freimacht, das schon an Serum gebunden worden 
ist. Je linger die Zeit der Einwirkung des Saponins dauert, desto 
mehr Lab wird freigemacht. 

Die Versuche 11—15 ergeben also einerseits, dafi das Sa- 
ponin das Serum an der Hemmung der Labwirkung verhindert, 
anderseits, dafi es auch die Fiahigkeit hat, das schon gebundene 
Lab abzulésen. Dies stimmt sehr gut mit den Resultaten in den 
Versuchen 1—10 iiberein. Doch ist die Einwirkung des Saponins 
auf die Kohle bedeutend kréftiger als auf Serum. Es hinderte 
vollstandig die Kohle, die Labwirkung zu hemmen; nicht so mit 
Serum. Das Saponin vermag bedeutende Mengen Lab, das an 
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Kohle gebunden ist, zu verdrangen. Dagegen wurden verhiltnis- 
miBig kleine Mengen aus der Lab-Serumverbindung freigemacht. 


Labzymogen und Saponin. 


Aus den Versuchen, die Hedin‘) mit Hinsicht auf das 
Labzymogen gemacht hat, geht hervor, daf dieses als eine 
Verbindung zwischen Enzym und Hemmungskorper betrachtet 
werden kann. Hemmungskoérper und Lab kénnen durch Be- 
handlung mit schwachem Ammoniak bezw. Saure zerlegt werden, 
wodurch die nicht zerlegte, in das Zymogen eingehende Kom- 
ponente frei und wirksam wird. Bei Untersuchungen, die bei 
derselben Gelegenheit mit Normalserum als hemmender Stoff 
gemacht wurden, fand Hedin, daf die Lab-Serumverbindung 
sich wie das Labzymogen verhilt. Bei Zusatz von HCl wurde 
das Lab aktiviert und mit H,N trat eine bedeutende Hemmungs- 
wirkung ein. Wie oben gezeigt worden ist, wird in der Ver- 
bindung zwischen Lab und Serum das Lab durch das Saponin 
aktiviert, und es wire darum von Interesse, zu erfahren, wie 
das Saponin sich zu dem Labzymogen verhalt. Beziiglich dieser 
Frage wurden folgende Versuche gemacht. 

Das Zymogen wurde, wie Hedin beschreibt, hergestellt. 
Ein Teil frischer Schleimhaut von Kalbsmagen mit fiinf Teilen 
Wasser, etwas CaCO, und Toluol wurde bei niederer Temperatur 
einen Tag aufbewahrt; darauf wurde filtriert. Die auf diese 
Weise erhaltene Zymogenlésung zeigte immer eine schwache 
Labwirkung, wie aus den Versuchen hervorgeht. 


Versuch 16. 


A. 1 ccm Zymogen wurde mit 9 ccm Wasser und 5 ccm 
Saponinldsung gemischt und bei 37° aufbewahrt. Nach unten 
angegebenen Zeiten wurden mit 2 cem die Gerinnungszeiten auf 
die gewOhnliche Weise bestimmt. 

B. Anstatt Saponinldsung wurde Wasser genommen. Im 
iibrigen wie in A. 

Die Gerinnung fand nach folgenden Zeiten statt: 





') Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 187, 1911. 
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Mit A (Zymogen-Saponin) sogleich 14 Minuten 
. » nach 15 Minuten 12 » 
» >» ’ > 30 : 121/2 » 
» » » 60 > 12 » 
>» » » » 120 > 10 » 
» , » 300 » Q1/o » 
» » » » 860 » 8 » 
Mit B (Zymogen-Wasser) sogleich 1431/2 » 
» » , nach 60 Minuten 13 » 
» » » » 300 » 1311/2 » 
Versuch 17. 
Ein anderer Versuch gab folgende Zeiten: 
Mit A_ sogleich 74 Minuten 
» » nach 5 Minuten’ 69 » 
» »  » 10 > 66/2 » 
» > » 20 > 63 > 
>» » » 45 > 62 ’ 
>» » » 60 » 60 > 
» » . 90 » 58tlo » a 
» » 120 » 59> q 
> » 240 ’ 58 > 
Mit B_ sogleich 73 » 
» » nach 60 Minuten 71 5 
° » » 240 » 72 » 


Das Saponin aktiviert also das Zymogen, und dabei spielt 
die Zeit eine wesentliche Rolle, indem, wenigstens bis zu einer 
gewissen Grenze, um so mehr Lab aktiviert wird, je langer das 
Saponin einwirkt. 

In folgendem Versuche wurde die Bedeutung der Tem- 
peratur untersucht. 


Versuch 18. 


A. In der einen Probe wurde das Zymogen mit Saponin 
bei einer Temperatur von 37° und in der anderen bei 15° ge- 
halten. Im tbrigen wie im Versuch 16. 

B. Kontrollprobe mit Wasser anstatt Saponinlésung. 
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Die Gerinnung fand bei folgenden Zeiten statt: 


37° 15° 
Mit A deameat -Saponin) ee 58 Min. 59 Min. 
> nach 5 Min. 56%/, » 57» 
» » » » a: * 49 1/2 » 57 
» » » » 45 » 45» 53 
— » 60 » 44 » 52 > 
» » » » 120 » 40» 48» 
Mit B (Zymogen-Wasser) sogleich 58 > 58» 
» >» > nach 60 Min. 57 ; 59 >» 
» » > » 120 » 60» 58 >» 


Daraus geht hervor, daf bei der héheren Temperatur das 
Saponin mehr Lab freimacht als bei der niederen. 

Durch folgenden Versuch wurde der Einflu8 verschiedener 
Mengen Saponin ermittelt. 


Versuch 19. 


In der einen Probe wurde zu 10 ccm Labzymogen 10 ccm 
Saponinlésung zugesetzt, in der anderen 5 ccm Saponinlésung 
und 5 cem Wasser. Danach wurde wie in dem vorigen Versuch 
verfahren. 

Folgende Gerinnungszeiten wurden gefunden: 


Mit 10 ccm Saponinlés. 5 ccm Saponinlés. +- 5 cem H,0. 


sogleich 55 Min. 55 Min. 
nach 5 Min. 49 » 48 
» 10 » 47» 451/2 
» 20 » 44» 44°  » 
» B80 » 441]o » 42 » 
» 60 » 41» 41» 
» 90 » 41> 4213/2 » 
» 120 » 411]2 » 42» 


Die grofere Saponinmenge hat nicht wesentlich mehr Lab 
als die kleinere freigemacht. Ungefahr gleichzeitig ist das 
Maximum fiir die Einwirkung des Saponins erreicht worden. 

Aus den Versuchen 16—19 geht hervor, dafi das Saponin 
das Labzymogen aktiviert; es hat, obgleich in einem geringeren 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LX XXII. 13 
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Grade, dieselbe Einwirkung wie HCl. Nach dem oben Gesagten 
kommt diese Einwirkung des Saponins ganz wahrscheinlich durch 
die Entstehung einer Art von Vereinigung zwischen Saponin und 
Hemmungskorper zustande. 


Lab, Immunserum und Saponin. 


Das in folgenden Versuchen angewandte Immunserum war 
von Kaninchen nach Einspritzen von Lab erhalten worden. Seine 
hemmende Einwirkung war bedeutend kriaftiger als die des Nor- 
malserums; es mufte in hOherem Grade verdiinnt werden. Die 
Versuche wurden wie die mit Normalserum ausgefiihrt. 


Versuch 20. 


Das Immunserum wurde 10 Minuten lang bei 37° in der 
einen Probe mit Saponin (A) und in der anderen mit Wasser (B) 
erhitzt. Nach dem Zusatz des Labes wurden die Gerinnungs- 
zeiten auf gewohnliche Weise bestimmt. Folgende Zeiten wurden 
gefunden: 

Mit A (Immunserum-Saponin) 78 Minuten 
B (Immunserum-Wasser) 68 » 
» (C Kontrollprobe . . . 26 , 


Versuch 21. 


In diesem Versuche wurden folgende Ergebnisse erhalten: 


Mit A 43 Minuten 
>» B 87 > 
» CC , 


Aus diesen zwei Versuchen geht hervor, dal die Hemmungs- 
wirkung des Immunserums vermehrt worden war, anstatt, wie 
man erwarten konnte, vermindert zu werden. Dieses Resultat 
war im hohen Grade iiberraschend. Einige Versuche mit Normal- 
serum von Kaninchen ergaben, dai das Saponin die Hemmungs- 
wirkung des Normalserums beeintrachtigt — vollkommen so, 
wie es mit dem Normalserum vom Pferde der Fall war. Beim 
Immunserum ergibt das Saponin eine geringe Steigerung der 
Hemmung. Wie das zu erkliren ist, steht noch dahin. 
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Trypsin, Kohle und Saponin. 

Die Hemmung der Trypsinwirkung durch Kohle ist ein- 
gehend von Hedin") untersucht worden. Ich habe einige Ver- 
suche betreffs des Verhaltnisses des Saponins zu dieser Hemmung 
ausgefiihrt. Die Trypsinlésung, die hier zur Anwendung kam, 
ist auf folgende Weise hergestellt worden. Gleiche Teile zer- 
kleinerte Pankreassubstanz und Wasser wurden einen Tag 
lang im Thermostat bei 37° aufbewahrt. Um Faulnis zu ver- 
hindern, wurden Toluol und Chloroform zugesetzt. Danach 
wurde filtriert; nachdem die Flissigkeit einige Tage dialysiert 
worden war, wurde sie einige Zeit im Thermostat gehalten, 
wonach erneutes Dialysieren stattfand. Die auf diese Weise 
gewonnene Trypsinlésung enthielt verhaltnismafig kleine Mengen 
Eiweif. Als Digestionsmaterial wurde eine 4°/oige Caseinlésung 
angewandt, die durch Aufldsung von 40 g Casein in 1 Liter 
Wasser, das 2°/o Normal-NaOH enthielt, erhalten worden war. 
Die L6sung zeigte gegen Lackmus neutrale Reaktion. Zu jeder 
Verdauungsprobe wurden davon 50ccm genommen. Die Kohle- 
suspension war 3°/oig und die Saponinlésung 2°/oig. Die 
Digestion fand 12 Stunden lang bei 37° statt. Fir die Be- 
stimmung der Gréfe der Verdauung wurde die von Sérensen?) 
angegebene Methode mit Formoltitrierung benutzt. ®/5-NaOH 
mit Phenolphthalein als Indikator wurde angewandt. Die Menge 
der Fliissigkeit, die titriert wurde, war in allen Proben 25 ccm. 


Versuch 22. 


A. 6ccm Kohlesuspension wurden mit 6 ccm Saponin- 
l6sung versetzt, und die Mischung wurde 30 Minuten lang bei 
37° gehalten. Danach wurden 6 cem Trypsinlésung zugefiihrt; 
nachdem die Mischung 1 Stunde lang bei 37° gehalten worden 
war, wurde zentrifugiert, und von der klaren Fliissigkeit wurden 
15 cem fiir die Digestion des Caseins genommen. 

B. Wie in A; aber mit Wasser anstatt Saponinlésung. 

C. Kontrollprobe mit Wasser anstatt Kohlesuspension 
und Saponinldsung. 





*) Bio-Chemial Journal, Bd. 1, 5S. 484, 1906. 
*) Biochemische Zeitschrift, Bd. 7, S. 45, 1908. 
13* 
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Bei der Formoltitrierung wurden verbraucht: 

Mit A (Kohle-Saponin-Trypsin) 5,75 ccm NaOH 
» B (Kohle-Wasser-Trypsin) 3,00 » > 
= 6,50 >»  » 


Versuch 23. 

Dieser Versuch ging auf dieselbe Weise, aber mit andern 
Mengen vor sich. 

Mit A 5,40 ecm NaOH 
>» B 3,80 » 
» C 9.30 » >» 

Aus diesen beiden Versuchen geht hervor, daf die Kohle 
durch das Saponin in ihrer Hemmung auf das Trypsin ver- 
hindert worden ist. Daf das Saponin ohne Einflu®B auf das 
Trypsin ist, wird durch folgenden Versuch gezeigt. 


Versuch 24. 


A. Eine Mischung von 5 ccm Saponinlésung und 5 ccm 
Trypsin wurde 1 Stunde lang bei 37° gehalten. Danach wurde 


mit dem Casein digeriert. 
Bb. Anstatt Saponinlésung wurde Wasser genommen. 


Die Titrierung fiel auf folgende Weise aus: 
Mit A (Saponin-Trypsin) 5,20 com NaOH 
» B (Wasser-Trypsin) 5,25» 

Im folgenden Versuche wurde gepriift, ob die Zeit fir 
die Einwirkung des Saponins auf die Kohle irgend einen Ein- 
fluB hatte. 

Versuch 25. 

A. Gleiche Teile Kohlesuspension und Saponinlésung 
wurden gemischt und bei 37° aufbewahrt. Nach den unten 
angegebenen Zeiten wurden 12 ccm davon genommen, Zu 
welchen 6 ccm Trypsinlésung zugesetzt wurden, und das Ganze 
wurde 1 Stunde lang bei 37° gehalten; darauf wurde zentri- 
fugiert und die Verdauung mit 15 ccm ausgefiihrt. 

B. Je 6 ccm Kohlesuspension, Wasser und Trypsinlésung 
wurden gemischt und 1 Stunde lang bei 37° gehalten. Nach 
dem Zentrifugieren wurden zur Caseinlésung 15 ccm zugesetzt. 
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C. Kontrollprobe mit Wasser anstatt Kohle und Saponin. 
Die Titrierung gab folgendes Resultat: 


Mit A (Kohle-Saponin) unmittelbarer Zusatz von Trypsin 
5,70 ccm NaQH, 


> > » nach 15 Minuten 5,65 » » 
> » > » $80 »  §,70 » , 
» 2 » 60 > 5,75 » , 
» » 2 >» 90 » 56,75 » , 
mit B (Kohle-Wasser) 410 » > 
mit C 6,50 » > 


Aus diesem Versuche sehen wir, dai eine vermehrte 
Zeit fiir die Einwirkung des Saponins auf die Kohle ohne Be- 
deutung ist. Die Aufnahme des Saponins durch die Kohle 
scheint sehr schnell einzutreten. 
Der EinfluB der Menge des Saponins geht aus folgendem 
Versuch hervor. 
Versuch 26. 


A. Zu der Kohlesuspension wurden die unten ange- 
gebenen verschiedenen Mengen Saponinlésung und Wasser 
zugesetzt, wobei, wie ersichtlich, gleiche Volumina in den ver- 
schiedenen Proben immer erhalten wurden. Danach wurde 
Trypsin zugegeben, und die Digestion fand wie gewohnlich statt. 

B. Wie in B im vorigen Versuche. 

C. Kontrollprobe. 

Titrierung: 

Mit A (Kohle ++ 1 ccm Sap.-Lés. + 5cemH,0) 4,4 
>» ( » +2 » » +4 >» » ) 460 » >» 

>» ( » +4» > +2 » » ) 4,8 
> ( » +6 » . kein Wasser) 5,00 »~ » 
mit B (Kohle +- 6ccm Wasser) 310 » » 
mit C 5,60 » » 

Die Fahigkeit des Saponins, die Kohle daran zu _ ver- 
hindern, die Trypsinwirkung zu hemmen, nimmt also, wenn 
auch nicht besonders viel, mit einer steigenden Saponinmenge zu. 

Aus den jetzt erwahnten Versuchen geht hervor, daf das 
Saponin zu einem nicht geringen Teile dem hemmenden EinfluB 
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der Kohle auf die Trypsinwirkung entgegenwirkt. Die folgenden 
Versuche wurden unternommen, um festzustellen, ob schon 
an die Kohle gebundenes Trypsin durch Saponin freigemacht 
werden konnte. 


Versuch 27. 


Zu 55 cem Trypsinlésung wurde 1,5 g Kohlepulver zu- 
gesetzt und die Mischung wurde 5 Stunden lang bei 37° ge- 
halten. 

A. 40 ccm von dieser erhitzten Mischung wurden mit 
20 ccm Saponinlésung versetzt. Nach unten angegebenen Zeiten 
wurden 20 ccm ausgenommen und zentrifugiert, zur Casein- 
losung wurden von der klaren sale 15 ccm zugesetzt, 
welche also 10 ccm Trypsinlédsung und 5 ccm Saponinloésung 
enthielten. 

B. 15 ccm der obenerwahnten Trypsin-Kohlemischung 
wurden zentrifugiert; hiervon wurden 10 ccm und auferdem 
5 cem Wasser dem Casein zugefiihrt. 

C. Kontrollprobe, die 10 cem Trypsinlésung zusammen 
mit 5 ccm Wasser enthielt. 

Bei der Titrierung wurden folgende Zahlen erhalten: 


Mit A (Kohle-Tryp.-Sap.) Zentrifugieren sogleich 4,50ccm NaOH 
> » nach 60Min. 4,60 » 
, » » » 120 » 4,70 » ’ 


mit B (Kohle-Trypsin-Wasser) 145 » 
mit C 14,40 » 
Versuch 28. 
Folgender Versuch wurde auf ahnliche Weise ausgefiihrt. 
Mit A Zentrifugieren sogleich 3,30 ccm NaOH 
» ’ nach 60 Minuten 3,45 » ’ 
> » » 180 » 3,50 » » 
Mit B 3,30 » » 
Mit C 8,20 » > 


Diese beiden Versuche zeigen, daf das Saponin nicht 
in erwéhnenswertem Grade das Trypsin aus der Verbindung 
mit der Kohle abzulésen vermag. 
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Aus den Versuchen 22—28 geht hervor, da das Saponin 
zum Teile die Kohle verhindert, die Trypsinwirkung zu hemmen, 
wobei eine gréfere Menge Saponin eine etwas kriftigere Wir- 
kung als eine kleinere hat. Dagegen vermag das Saponin nur 
sehr kleine Mengen von schon gebundenem ‘Trypsin freizu- 
machen. Werden diese Resultate mit denen von der Einwir- 
kung des Saponins auf die Hemmung der Labwirkung durch 
Kohle, welche in den Versuchen 1—10 angegeben sind, ver- 
glichen, so finden wir, dafi die Ergebnisse in den beiden Fiillen 
insofern mit einander tibereinstimmen, als die Kohle durch 
die Gegenwart des Saponins verhindert wird, die Enzym- 
wirkungen zu hemmen. Inzwischen unterscheiden sich die Er- 
gebnisse dadurch, dai das Saponin die Fahigkeit hat, bedeu- 
tende Mengen durch Kohle gebundenes Lab freizumachen, 
wogegen es auf die Kohle-Trypsinverbindung nur die oben- 
erwahnte geringe Einwirkung hat. Dieses kann moglicherweise 
darauf beruhen, dai die Kohle-Trypsinverbindung fester als 
die Kohle-Labverbindung ist. 


Trypsin. Serumalbumin und Saponin. 


Die Hemmung der Trypsinwirkung durch Serumalbumin 
ist von Hedin‘) untersucht worden. Wie sich Saponin zu 
dieser Hemmung verhilt, geht aus folgenden Versuchen hervor. 
Das Serumalbumin ist auf folgende Weise hergestellt worden. 
Neutralisiertes Ochsenserum wurde mit einem gleich grofen 
Volumen gesattigter (H,N),SO,-Lésung versetzt. Das nieder- 
geschlagene Globulin wurde wegfiltriert. Das Filtrat wurde 
mit dem genannten Salze gesattigt. Das ausgeschiedene Serum- 
albumin wurde wegiiltriert und in etwas Wasser geldést. Die 
LOsung wurde danach 4—5 Tage lang griindlichem Dialysieren 
unterworfen. Die Trypsin- und Saponinlésungen waren dieselben 
wie bei der Hemmung durch Kobhle. 


Versuch 29. 


A. 5 ccm Serumalbuminlésung wurden 1 Stunde lang 
bei 379 mit 5 cem Saponinlésung gehalten. 10 ccm Trypsin- 





*) Journ. of physiol., Bd. 32, S. 390, 1905. 
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l6sung wurden danach zugegeben; die Mischung wurde zwei 
Stunden lang bei 37° autbewahrt und danach dem Casein 
zugesetzt. 
Bb. Anstatt Saponinldsung wurde Wasser genommen. 
C. Kontrollprobe mit Wasser anstatt Saponin und 
Serumalbumin. 
Bei der Titrierung wurden folgende Ziffern erhalten: 
Mit A (Albumin-Sapodin-Trypsin) 3,90 ccm NaOH 
» B (Albumin-Wasser-Trypsin) 3,85 » » 
» C 10,05 » » 


Versuch 30. 


Dieser Versuch gab folgendes Resultat : 
Mit A 3,45 ccm NaOH 

» B 3,55 » » 

» C 8,40 » , 

Diese beiden Versuche zeigen, daf das Saponin ohne 
Einflu8 auf das Serumalbumin bei der Hemmung der Trypsin- 
wirkung ist. 

Lab, Kohle und Cholesterin. 


Die Cholesterinsuspension, die in diesen Versuchen zur 
Anwendung kam, wurde auf folgende Weise hergestellt. Eine 
Lésung von 0,25 g Cholesterin in ungefahr 15 ccm Aceton 
wurde in kleinen Mengen in einen Becher mit kochendem 
Wasser gegossen. Nach jedem neuen Eingiefen wurde das 
Aceton der gebildeten Cholesterinsuspension auf dem Wasser- 
bad verdampft; verbrauchtes Wasser wurde immer durch 
neues ersetzt. Nachdem auf diese Weise die ganze Choleste- 
rinldsung in das Wasser gebracht worden war, und das 
Aceton verdampft war, wurde die Suspension filtriert und 
Wasser bis zu 100 ccm aufgegossen. Bei dem Abgiefen 
der Cholesterinlésung in das Wasser fand starkes Schéumen 
von dem im Anfang sich schnell verfliichtigenden Aceton statt; 
hierbei sammelte sich etwas Cholesterin auf die Blasen in 
groferen Partikeln, die danach auf dem Filtrum blieben. In- 
folgedessen wurde die Starke der Cholesterinsuspension auf 
etwa 0,20°/o berechnet. Die Suspension hatte ein milchahn- 











MRSA cn oo RR a TERE 
VRB Sc GEE Yoho. 6 ills oat es eee Gat eet a} COTS wate ec eee ig atu 





Einwirkung einiger kolloiden Substanzen auf Enzymwirkungen. ' 199 





liches Aussehen und konnte mit Toluol lange aufbewahrt 
werden, ohne sich zu dndern. 

Die Versuche wurden wie die mit Saponin und Lab aus- 
gefiihrt, und sie werden darum weniger ausfiihrlich beschrieben. 


Versuch 31. 


A. Die Kohle- und Cholesterinsuspensionen wurden ge- 
mischt und 10 Minuten lang bei 37° gehalten; das Lab wurde 
zugesetzt, und Zentrifugieren fand statt. Die Gerinnungszeit 
wurde auf gewohnliche Weise bestimmt. 

B. Mit Wasser anstatt Cholesterinsuspension. 

C. Kontrollprobe. 

Folgende Gerinnungszeiten wurden gefunden: 

Mit A (Kohle-Cholesterin) 18 Minuten 
» B (Kohle-Wasser) 59 > 
» C 41]o » 

Das Cholesterin hat also die Kohle zum Teil gehindert, 
die Labwirkung zu hemmen. Es ist, wie folgender Versuch 
zeigt, ohne Einwirkung auf das Lab. 


Versuch 32. 
(Lab-Wasser) 91/4 Minuten 
(Lab-Cholesterin) 9 » 

Versuch 33. 


A. Die Kohle- und Cholesterinsuspensionen wurden bei 
37° wihrend unten angegebener Zeiten zusammen aufbewahrt, 
ehe das Lab zugesetzt wurde. Danach wurde verfahren, wie 
oben angegeben. 

B. Wasser anstatt der Cholesterinsuspension. 

C. Kontrollprobe. 

Die Gerinnung fand nach folgenden Zeiten statt: 

Mit A (Kohle-Cholesterin) 5 Min. 13 Minnten 


> » > 15 » 1238/4 » 
. > . 30 » 1312 » 
» » > 60 » 12 > 
» B (Kohle-Wasser) 30 : 


» C 2 > 
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Die Einwirkung des Cholesterins findet sehr schnell statt, 
denn sie wird, wie ersichtlich, mit einer langeren Zeit nicht 
vermehrt. 

Der EinfluB verschiedener Mengen des Cholesterins geht 
aus folgendem Versuche hervor. 

Versuch 34. 

A. Die Kohlesuspension wurde mit verschiedenen 
Mengen Cholesterinsuspension und Wasser, wie es unten an- 
gegeben wird, versetzt. In den verschiedenen Proben blieben 
doch immer, wie ersichtlich, die Volumina gleich. Das Lab 
wurde danach zugegeben, und die Gerinnung fand statt. 

B. Wasser anstatt der Cholesterinsuspension. 

C. Kontrollprobe. 

Die Gerinnungszeiten waren: 

Mit A (Kohle + !/2 cem Chol.-Susp. + 1!/2 ccm Wasser) 17 Min. 


» > » + 1 » + 1» » Bile » 
+ 2 » » kein Wasser) 5l/g» 

B (Kohle + 2 » Wasser) 31» 
C QZi2 > 


Hieraus geht also hervor, dafi eine gréSere Cholesterin- 

menge eine kraftigere Wirkung als eine kleinere hat. 
Versuch 35. 

In diesem Versuche wurden die Kohlesuspension und 
das Lab gemischt und 1 Stunde lang bei 37° gehalten. Gleiche 
Mengen dieser Mischung wurden in der einen Probe (A) mit 
der Cholesterinsuspension und in der andern (B) mit Wasser 
versetzt. Nach unten angegebenen Zeiten wurden davon Proben 
genommen, die zentrifugiert wurden, und die Gerinnungszeiten 


mit 2 ccm genommen. 
Mit A (Kohle-Lab-Cholesterin) 5 Min. 15'/2 Minuten 


> > > 15 » 16 » 
> » > 30. > 18'/s » 
» » » 60 » 21 » 
Mit B (Kohle-Lab-Wasser) 5 » 15!/2 > 
> » » 15 » 21 > 
» > » 30 » 26 . 


» » » 60 » 28 » 
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Versuch 36. 


Wie der vorige wurde dieser Versuch ausgefiihrt. 
Mit A nach 5 Minuten 122 Minuten 


> » 380 , 130 : 
» » » 60 , 138 
» B » 5 , ~~ 128 

» 30 , 150 

» 60 . 163 


Aus diesen beiden Versuchen sehen wir also, dai das 
Cholesterin nicht vermag, durch die Kohle schon gebundenes 
Lab freizumachen. 

Werden die in Versuchen 31—36 gewonnenen Resultate, 
daB das Cholesterin die Kohle in ihre Hemmung auf die Lab- 
wirkung zum Teile zu verhindern vermag, mit denen verglichen, 
welche mit dem Saponin erhalten wurden, so geht daraus her- 
vor, dafi das Saponin eine bedeutend kriiftigere Wirkung hat. 
Das Saponin hinderte vollkommen die Kohle, die Labwirkung 
zu hemmen, was das Cholesterin nicht vermochte, und das 
Saponin machte im Gegensatz zu dem Cholesterin bereits 


gebundenes Lab frei. 


Lab, Normalserum und Cholesterin. 


Diese Versuche wurden wie die mit Lab, Normalserum 
und Saponin ausgefiihrt, und sie werden deshalb nicht aus- 
fthrlich besprochen. 


Versuch 37. 


A. Das Serum wurde zuniachst mit der Cholesterin- 
suspension gemischt und 10 Minuten lang bei 37° gehalten. 
Dann wurde wie gewohnlich mit Lab gepriift. 

B. Mit Wasser anstatt Cholesterin. 

C. Kontrollprobe. 

Mit A (Serum-Cholesterin) 32 Minuten 
» B (Serum-Wasser) 10 » 
» C 6'l2 » 
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Versuch 38. 
Mit diesem Versuche wurden folgende Gerinnungszeiten 
gefunden: 


Mit A 49 Minuten 
» B 15 » 
C. 8 > 


Hieraus geht hervor, daf das Cholesterin nicht vermag, 
die Kohle zu ,verhindern, die Labwirkung aufzuheben. Anstatt 
dessen ist die Hemmung vermehrt. 

Wir sahen, dafi das Saponin Lab aus der Verbindung mit 
Normalserum freimacht. Um zu ergriinden, wie sich Cholesterin 
in dieser Hinsicht verhielte, wurde folgender Versuch gemacht. 


Versuch 39. 


A. Lab und Serum wurden gemischt und zwei Stunden 
lang bei 37° gehalten; die Cholesterinsuspension wurde zuge- 
setzt, und nach unten angegebenen Zeiten wurden Proben davon 
genommen. Die Gerinnung wurde wie gewohnlich ausgefiihrt. 

B. Wie in A, aber mit Wasser anstatt Cholesterin. 


Die Gerinnung geschah in folgenden Zeiten: 


Mit A (Serum-Lab-Cholesterin) sogleich 46 Minuten 
>» » nach 10 Min. 50 » 
> » > » 20 » 51 , 
» » ‘ » 80 » 52 y 

» » » 45 > 54 > 
>» >» 60 » 55 » 
» » » » 90 » 63 , 
» B (Serum-Lab-Wasser) sogleich 46 > 
> » > nach 10 » 52 . 
» » » » 20 » 54 > 
» » » » 30 » 58 > 

» » 60 » 63 , 


» » 


Wie ersichtlich, vermag das Cholesterin nicht das Lab 
von der Kohle abzulésen. Und dies war, wenn man das Re- 
sultat der zwei vorigen Versuche ins Auge faft, nicht tiber- 
raschend; den man konnte nicht erwarten, daB das Chole- 
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sterin, welches die Hemmung nicht hinderte, irgend eine Wir- 
kung in der obenerwahnten Richtung haben kénnte. 


Trypsin, Kohle und Cholesterin. 


Diese Versuche sind wie die mit Trypsin, Kohle und 
Saponin ausgefiihrt worden. 


Versuch 40. 


Die Kohlesuspension und die Cholesterinsuspension wurden 
1 Stunde lang bei 37° zusammen gehalten. Das Trypsin wurde 
zugegeben, und nachdem die Mischung 2 Stunden lang bei 37° 
gehalten worden war, wurde zentrifugiert. Auf die gewoéhn- 
liche Weise fand die Verdauung mit dem Casein statt. 


Die Formoltitrierung gab folgendes Resultat: 
(Kohle-Cholesterin-Trypsin) 3,65 cem NaOH 
(Kohle-Wasser-Trypsin) 3,80 
(Wasser-Trypsin) 9,30 


Versuch 41. 


Dieser Versuch, auf dieselbe Weise ausgefiihrt, gab 
folgende Ziffern: 
(Kohle-Cholesterin) 4,00 ccm NaOH 
(Kohle-Wasser) 4,00 » > 
Kontrollprobe 8,40 » 
Diese beiden Versuche zeigen, da das Cholesterin ohne 
Einflu8 auf die Hemmung der Trypsinwirkung durch Kohle ist, 
wie auch nach folgendem Versuche auf das Trypsin selbst. 


Versuch 42. 


(Cholesterin-Trypsin) 9,05 ccm NaOH 
(Wasser-Trypsin) 9,10 
Nach Versuch 31 hindert das Cholesterin die Hemmung 
der Labwirkung durch Kohle, aber nicht nach den Versuchen 40 
und 41 die der Trypsinwirkung. Dieses kann mdglicherweise 
darauf beruhen, dafi die Kohle-Trypsinverbindung fester als die 
Kohle-Labverbindung ist. 
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Trypsin, Serumalbumin und Cholesterin. 


Wie die Versuche 29 und 30, die das Verhialtnis des 
Saponins zu der Hemmung der Trypsinwirkung durch Serum- 
albumin beschreiben, wurde folgender Versuch ausgefiihrt. 


Versuch 43. 


Die Cholesterinsuspension wurde mit der Serumalbumin- 
ldsung wiihrend unten angegebener Zeiten bei 37° aufbewahrt. 
Das Trypsin wurde zugesetzt und die Mischung 2 Stunden lang 
bei 37° gehalten. Danach die Verdauung wie gewohnlich. 

Folgende Ziffern wurden erhalten: 
(Serumalbumin-Cholesterin) 15 Minuten 3,85 ccm NaOH 


» 60 > 3,90 » 

» 120 3,80 » » 
(Serumalbumin- Wasser ) 3,80 
Kontrollprobe 10,65 


Das Cholesterin vermag also nicht die Hemmung der 
Trypsinwirkung durch Serumalbumin zu verhindern, und ist im 
ubrigen ohne Einflu8® auf dieselbe. 


Lab, Serum und Eierklar. 


Aus den Versuchen, welche Hedin’) betrefis der Ein- 
wirkung des Eierklars auf die Hemmung der Labwirkung durch 
Kohle gemacht hat, geht hervor, daf Eierklar, mit HCl be- 
handelt, die Kohle zu hemmen hindert und schon gebundenes 
Lab freimacht. Bei folgenden Versuchen ist anstatt Kohle 
Normalserum als hemmende Substanz angewandt worden. Das 
Kierklar wurde folgendermafen behandelt: das Eierklar eines 
Hiihnereies wurde mit etwa 100 ccm Wasser ausgeriihrt; die 
Lésung wurde filtriert, neutralisiert und gegen destilliertes 
Wasser dialysiert. 10 ccm davon wurden 2 Stunden lang bei 
37° mit 1 cem ®/10-HCl gehalten und danach neutralisiert und 
filtriert. Das Serum war neutralisiertes Normalserum vom Pferde. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 63, S. 143, 1909. 
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Versuch 44. 

A. 1 ccm Eierklar wurde mit 1 ccm Serum 10 Minuten 
lang bei 37° gehalten; das Lab wurde danach zugesetzt und 
die Gerinnung auf die gewOhnliche Weise ausgefiihrt. 

B. Wie in A, aber mit Wasser anstatt Eierklar. 

C. Kontrollprobe. 

Die Gerinnungszeiten waren: 

Mit A (Serum-Kierklar) 21 Minuten 
» B (Serum-Wasser) 34 
C 8 » 
Das Eierklar hat also das Serum gehindert, die Labwirkung 


zu hemmen. 
Es war nach folgendem Versuche ohne Einfluf auf das Lab. 


Versuch 45. 


(Eierklar-Lab) 6 Minuten 
(Wasser-Lab) 6 » 


Versuch 46. 


In diesem Versuche wurde der Einfluf der Zeit unter- 
sucht. Eierklar und Serum wurden zuniichst gemischt und 
wahrend unten angegebener Zeiten bei 37° gehalten; darauf 
wurde das Lab zugesetzt und die Gerinnungszeit beobachtet. 

(Serum-Eierklar) 5 Minuten 19 Minuten 


15 » 21/2» 
» 30 » 18!/2 » 
(Serum- Wasser) 45 » 
Kontrollprobe 10 2 


Eine langere Zeit fiir die Einwirkung des Kierklars auf 
das Serum ist also ohne Bedeutung. Die Reaktion zwischen 
den zwei Substanzen findet folglich sehr schnell statt. Dagegen 
spielt die Kierklarmenge nach folgendem Versuche eine ge- 
wisse Rolle. 

Versuch 47. 

Verschiedene Mengen von Eierklar und Wasser, wie unten- 
stehende Tabelle angibt, wurden mit Serum gemischt, darauf 
wurde wie gewohnlich mit Lab gepriift. 
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(Serum -++ '/2 ccm Eierklar -++ 11/2 cem H,O) 30 Minuten 
a a > =—t « a2) @ ss 


( » + 1/2 » > + J/2 » » ) 22 » 
( » +2 > > kein Wasser) 19 > 
(Serum -+ 2 » Wasser) 63 ’ 
Kontrollprobe 6 » 


Eine gréBere Menge Eierklar vermindert in hGherem Grade 
als eine kleinere das hemmende Vermégen des Serums. 

Um zu ergriinden, inwiefern Eierklar durch Serum ge- 
bundenes Lab freizumachen vermag, wurde folgender Versuch 
unternommen. 


Versuch 48. 


Gleiche Teile einer Lab-Serummischung, die 2 Stunden lang 
bei 37° gehalten worden war, wurden in der einen Probe (A) 
mit Kierklar und in der anderen (B) mit Wasser versetzt. 
Nach unten angegebenen Zeiten wurde die Gerinnung ausgefiihrt. 


Mit A (Serum-Lab-Eierklar) sogleich 29 Min. 
>» » nach 15 Min. 31> 
» , » 30 » 32> 
>» » » 60 » 321/2 » 
» » » 120 » 34. > 
Mit B (Serum-Lab-Wasser) sogleich 291/2 » 
» » nach 60 Min. 33> 


» 120 » 38 » 


Aus diesem Versuch geht hervor, daf Eierklar nicht ver- 
mag, das Lab von der Kohle loszumachen. Dasselbe Ergebnis 
gaben auch andere Versuche. 

Die in den Versuchen 44—48 gewonnenen Resultate 
stimmen mit denen, die das Verhaltnis des Eierklars zu’ der 
Hemmung der Labwirkung durch Kohle angeben, darin tber- 
ein, dafs sowohl Kohle als Serum zum Teil gehindert werden, 
die Enzymwirkung zu hemmen. Inzwischen vermag Eierklar 
nicht die Lab-Serumverbindung zu aktivieren, was es mit der 
Lab-Kohleverbindung tat. Es scheint, als ob die letztere 
weniger fest wire. 
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Zusammenfassung. 


Aus den vorstehenden Versuchen ergibt sich: 

1. Das Saponin verhindert in geniigender Menge vollstandig 
die Hemmung der Labwirkung durch Kohle und wirkt der 
Hemmung durch Normalserum zum Teil entgegen. Die Reaktion 
zwischen Saponin und Hemmungskorper scheint sehr schnell 
einzutreten, da eine langere Zeit den genannten Einfluf des 
Saponins nicht vermehrt. Dagegen tibt eine gréfere Menge 
Saponin eine kriiftigere Wirkung als eine kleinere aus. Das 
Saponin macht Lab, das mit obenerwahnten Substanzen inaktiv 
geworden ist, wieder zum Teil frei. Hierbei spielt die Zeit eine 
wesentliche Rolle, indem um so mehr Lab aktiviert wird, je 
langer das Saponin einwirkt. Bei einer héheren Temperatur 
wird aus der Verbindung mit Kohle mehr Lab als bei einer 
niederen freigemacht, wie auch eine gréfere Menge Saponin 
kraftiger als eine geringere wirkt. Die Einwirkung des Saponins 
auf Kohle und Lab liegt daran, daB das Saponin durch die 
Kohle aufgenommen wird. Das Saponin scheint die Hemmungs- 
wirkung des Immunserums auf Lab etwas zu vermehren. 

2. Das Saponin aktiviert zum Teil eine Labzymogen- 
lésung. Zeit und Temperatur fiir seine Einwirkung spielen 
dabei eine grofe Rolle. 

3. Das Saponin hindert die Kohle an der Hemmung der 
Trypsinwirkung, wobei es eine etwas kriftigere Wirkung mit 
steigender Menge entwickelt. Es vermag nicht in erwahnens- 
wertem Grade das Trypsin aus der Verbindung mit Kohle 
abzulésen. Es ist ohne Kinflu$ auf die Hemmung der Trypsin- 
wirkung durch Serumalbumin. 

4. Das Cholesterin verhindert die Kohle, die —_—r 
zu hemmen; hierbei tibt eine gréBere Menge von Cholesterin 
eine kraftigere Einwirkung als eine kleinere aus. Es ist nicht 
imstande, die Verbindung zwischen Kohle und Lab zu loésen. 
Es vermehrt die Hemmung der Labwirkung durch Normalserum. 

5. Das Cholesterin hat keinen Einflu8 auf die Hemmung 
der Trypsinwirkung durch Kohle und Serumalbumin. 
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6. Eierklar, mit HCl behandelt und neutralisiert, wirkt 
der Hemmung der Labwirkung durch Normalserum zum Teil 
entgegen, und eine gréBere Menge Ejierklar vermindert in 
h6herem Grade als eine kleinere die hemmende Fahigkeit des 
Serums. Eierklar ist ohne Einwirkung auf die Lab-Serum- 
verbindung. 

Mehrere der obenerwahnten Ergebnisse geben eine gute 
Stiitze fiir die Ansicht ab, daf die Hemmungswirkung mehrerer 
Stoffe durch eine Reaktion zwischen Hemmungskorper und 
Enzym verursacht wird. Die Hemmung bleibt aus, wenn der 
Hemmungskorper selbst andere Stoffe aufnimmt. Aus dem 
gleichen Grunde kénnen diese Stoffe auch das bereits gebundene 
Enzym zum Teil aus der Verbindung mit dem Hemmungs- 
kérper verdrangen und dadurch aktivieren. Wir sehen auch, 
dafi die Hemmungskérper Enzyme mit verschiedener Stirke 
an sich festhalten; so kann z. B. Saponin Lab, aber nicht 
Trypsin aus der Verbindung mit Kohle losmachen. Da auch 
dasselbe Enzym mit verschiedener Starke von verschiedener 
Hemmungskorpern festgehalten wird, so vermag Saponin Lab 


aus der Verbindung mit Normalserum, aber nicht aus der mit | 


Immunserum abzulésen. Aus den Versuchen geht auch hervor, 
da8 das Saponin eine bedeutend kréftigere Wirkung als das 
Cholesterin entwickelt. 
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Zur Frage der Quadriurate. 
Von 
W. E. Ringer und J. 1. J. M. Schmutzer. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der Universitat Utrecht.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. September 1912.) 


Vor einiger Zeit!) hatte der eine von uns darauf hin- 
gewiesen, dali durch die Untersuchungen Tunnicliffe und 
Rosenheims?) sowie Kohlers’) der Beweis fiir die Nicht- 
existenz der sogenannten Quadriurate nicht gebracht war. Das 
Hauptargument fiir diese Nichtexistenz war wohl die sehr wech- 
selnde Zusammensetzung dieser eigentiimlichen Urate und nun 
wurde in der zitierten Notiz von mir betont, daf eben diese 
wechselnde Zusammensetzung den Gedanken an das Bestehen 
von Mischkrystallen sehr nahe legt. Weiter wurde gezeigt, dal 
mittels dieser Mischkrystalle-Hypothese die Eigenschaften der 
Quadriurate sehr leicht zu erkliren seien. Man kann z. B. an- 
nehmen, dafi unter Umsténden bei hoherer Temperatur eine 
Krystallmodifikation von Monometallurat auftreten kann, welche 
imstande ist, Harnsiure in fester Lésung aufzunehmen oder 
eine Krystallart von Harnséure, welche Monometallurat isomorph 
auflésen kann. Sind diese Krystallarten oder wenigstens diese 
festen L6sungen bei niederer Temperatur nicht stabil, so kann 
man sich vorstellen, daf sie besonders in Gegenwart von Wasser 
sich leicht zersetzen, wobei das Monometallurat in Lésung geht 
und die Harnsiure sich absetzt. So ist die am meisten auffallige 
Tatsache der Wasserzersetzlichkeit wohl ungezwungener erklart 
als durch die Annahme Tunnicliffe und Rosenheims, die 
Harnsaure sei in den Quadriuraten amorph, etwa in der Lactim- 
form zugegen, wihrend vom Wasser das Urat gelést und die 
Harnsaure in die gewohnliche krystallinische (Lactamform) Modi- 
fikation iibergehen wiirde. Daf die Wasserzersetzlichkeit der 
Quadriurate auch nicht von adsorbierter Séure (z. B. Essigsiure) 





‘) Diese Zeitschrift, Bd. 75, S. 13. 

*) The Lancet, Bd. 78, I., S. 1708 (1900). 

3) Diese Zeitschrift, Bd. 70, S. 360 (1910); Bd. 72, S. 169 (1911). 
14* 
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herriihren kann, wie Kohler vermutet, wurde in der genannten 
Notiz gezeigt. 

Kann man also leicht zur Annahme der Mischkrystalle- 
Hypothese gefiihrt werden, so ist es sehr schwer, diese Hypothese 
auf experimentellem Wege zu priifen. In der genannten Notiz 
heiBt es schon: «Freilich wird die Untersuchung auf jeden Fall 
sehr zeitraubend und schwierig sein Die Krystalle der Urate 
sind diuBerst klein und die krystallographische Bearbeitung ent- 
sprechend schwer; dazu kommt die langsame Gleichgewichts- 
einstellung und die Gefahr der Zersetzung. » 

Wir haben jetzt die Frage wieder aufgefaBt und Herr 
Dr. Schmutzer, Privatdozent der Krystallographie an der hie- 
sigen Universitit, nahm jetzt die nicht ganz leichte krystallo- 
graphische Bearbeitung fiir seine Rechnung. Wir gingen dabei 
von folgenden Uberlegungen aus. Man kann auf verschiedene 
Wege Urate erhalten, welche wechselnde Zusammensetzungen 
haben. Bisweilen zersetzen sich diese Urate mit Wasser oder 
wiisserigen L6sungen unter Bildung von gewohnlichen Harn- 
siurekrystallen, aber dieses Verhalten zeigen nur Produkte, 
welche sich aus wirmeren Lésungen bei Abkiihlung abgesetzt 
haben. Man kann auf keine Weise bei konstanter Temperatur 
zu Produkten kommen, welche die Zusammensetzung der Lésung 
auch sei, welche mit Wasser oder Lésungen von anderer Zu- 
sammensetzung zur Bildung von Harnsiurekrystallen Veran- 
lassung geben.') Die Wasserzersetzlichkeit zeigen also nur 
Krystalle, welche eine mehr oder weniger grofe «Spannung» 
in Gegenwart von Wasser haben. Dagegen scheint aus unseren 
friiheren Untersuchungen hervorzugehen, dab auch bei anschei- 
nendem Gleichgewicht Produkte von einer Zusammensetzung 
zwischen Monometallurat und Harnsiure auftreten kénnen, ohne 
da mikroskopisch Harnséure zu erkennen ist.?) Weil aber 
Gleichgewichte bei Harnséuresystemen nur duferst schwierig, 
besonders bei niedriger Temperatur, erreicht werden, so kénnte 
es immerhin sein, daf auch hier kein vdlliges Gleichgewicht 
erreicht war. Wir haben uns jedenfalls zurzeit nur zu den bei 


‘) Natiirlich, wenn man von Zersetzung durch Saéure absieht. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 75, S. 16 (1911). 
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Abkiihlung sich bildenden «Quadriuraten» beschrinkt, und also 
sind unsere Priiparate den Produkten, wie sie von Roberts 
beschrieben und dargestellt worden sind und wie sie sich aus 
Harn bei Abkiihlung absetzen, an die Seite zu stellen. 

Roberts sowie Tunnicliffe und Rosenheim ldésten 
Harnséure in Lésungen von Acetat oder von Monometallurat. 
Man k6nnte nun die Frage stellen, ist es zur Bildung von 
Quadriurat immer notig, daf man von Harnsiure ausgeht, oder 
kann man auch zu Produkten von denselben Eigenschaften 
kommen, indem man LOésungen von geeigneter Aciditaét mit Mono- 
metallurat behandelt? In letzterem Falle wird aus dem Urat 
die Harnsiure je nach der Wasserstoffionenkonzentration der 
Losung zu einem kleinen oder gréferen Teil in Freiheit gesetzt, 
aber vielleicht in einer anderen Modifikation als die gewOhnliche 
der freien Siiure und es schien nicht unwichtig, festzustellen, 
ob die Bildung der Quadriurate dadurch beeinflubt wird. Wir 
werden spiiter sehen, daB auch von Monometallurat ausgehend 
typisches Quadriurat hergestellt werden kann. 

Fiir die Priifung der Stichhaltigkeit unserer Hypothese war 
es weiter eine erste Forderung, krystallisierte und zwar mog- 
lichst gut krystallisierte Produkte zu erhalten. Dies war durch 
moglichst langsame Bildung, also 4uferst langsame Abkiihlung 
der Lésungen, am ehesten zu erreichen. Dann wiirde fiir die 
Annahme der Existenz einer Mischungsreihe besonders zwingend 
sein, wenn in einer Reihe von Produkten mit z. B. zanehmendem 
Kaliumgehalt die Krystalle sich in bezug auf ihren Habitus oder 
ihre physikalischen Eigenschaften allméhlich anderten, ohne in 
eine andere Symmetrieklasse tiberzugehen. Natiirlich muBte die 
Homogenitat der Krystalle oder Krystallkomplexe in erster Linie 
nach Moglichkeit festgestellt sein. War dann einmal die Existenz 
von Mischkrystallen dargetan, so war es erwiinscht, zu er- 
forschen, zu welchem Krystalltypus, es sei von Harnsiure, es 
sei von Urat, die Mischungsreihe gehorte, mit anderen Worten, 
es mute untersucht werden, ob die Quadriuratkrystalle zu einem 
schon bekannten Typus von Harnséure- oder Monometallurat- 
krystallen geh6rten, oder ob Harnsaure oder Monometallurat unter 
Umstanden in solch einem Typus auftreten kénnen, wahrend 
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dieser dann bei gewOhnlicher Temperatur vielleicht nicht stabil 
war. Nachdem also durch diese Uberlegungen die experimen- 
tellen Aufgaben gestellt worden waren, mufbte gesehen werden, 
inwieweit sie ausfiihrbar seien. 

Es zeigte sich schon bald, daB, wie langsam die Abkiihlung 
der Lésungen und somit die Bildung der Krystalle auch von- 
statten ging, die letzteren nur mikroskopische Dimensionen er- 
hielten und daf somit von einer genauen Bestimmung der 
Symmetrieelemente und somit des Krystallsystems auch im ent- 
ferntesten nicht die Rede sein konnte. Ebensowenig konnten 
physikalische Konstanten bestimmt werden, und so war es nicht 
modglich, eventuelle Anderungen von einer oder mebreren Kon- 
stanten mit Anderung in der Zusammensetzung festzustellen. 
Also konnten nicht mit Sicherheit die Quadriurate zu einem 
bestimmten Krystalltypus von Urat oder Harnséure zuriick- 
gebracht werden. Nur konnten wir es sehr wahrscheinlich er- 
achten, daf} die Produkte, zum groften Teil wenigstens, komogen 
waren und daB sie wohl alle zur selben Klasse gehérten (wahr- 
scheinlich rhombisch). Was Anderungen im Verhalten mit An- 
derung in Zusammensetzung anbetrifft, wurde nur gefunden, dal 
die Wasserzersetzlichkeit bei steigendem Harnsauregehalt regel- 
mibig zunahm. 

Zur Darstellung benutzten wir, wie Kohler, Acetatlosungen. 
In einer ersten Versuchsreihe wurden KaliumacetatlOsungen von 
verschiedener Stirke verwendet. Bei Kochtemperatur wurde 
Harnsiiure (Kohlbaum) zugegeben und bei derselben Tempe- 
ratur filtriert, sodann durch Einstellen in einen grofen Topf mit 
siedendem Wasser so langsam wie moglich abkihlen gelassen. 
Nach vollendeter Abkiihlung wurde an der Saugpumpe filtriert 
und mit Alkohol von 60°/o, spiater mit stérkerem und zuletzt 
mit absolutem Alkohol gewaschen. Sodann wurde 24 Stunden 
bei 60° getrocknet. Die Produkte waren dabei vielleicht nicht 
immer trocken, aber da wir nur das Verhaltnis von Harnsiure 
zu Kalium bestimmten, kam es auf vollstandige Trockenheit 
nicht an. 

Zur Analyse wurde die Harnsiure mittels einer Stickstoff- 
bestimmung nach Kjeldahl bestimmt. Zur Kaliumbestimmung 
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wurde eine gewogene Menge mit etwa 25 ccm reinster Salz- 
saure (20°/o) auf dem Wasserbade wiahrend zwei Stunden erhitzt, 
sodann bis zum nachsten Tag bei Zimmertemperatur stehen- 
gelassen. Dann wurde filtriert und chlorfrei gewaschen, Filtrat 
mit Waschwasser in einer Platinschale zur Trockne eingedampft 
und im Trockenschrank weiter auf 120° erhitzt, dann iiber freier 
Flamme vorsichtig zersetzt. Riickstand mit Wasser und ein 
wenig Salzsiiure aufgenommen und filtriert (von Kohleresten). 
Filtrat im Platintiegel eingedampft und der Riickstand gelinde 
erhitzt, zuletzt auf freier Flamme, das Kalium als Chlorid gewogen. 

Wir lassen jetzt die Versuchsprotokolle der ersten Ver- 
suchsreihe folgen. 

1. Kaliumacetatlosung 6°/o, bei Siedehitze nur soviel Harn- 
sdure zugegeben, dali die Reaktion gegen Lackmus amphoter, 
aber an der alkalischen Seite war. 

Produkt: 81,73°/o H,U (H,U = Harnsiiure), 12,68 °/o K,O; 
also 0,486 Mol. H,U auf 0,135 Mol. K,O, Verhaltnis Ste = 3,60. 

2 
Mit Wasser langsame Zersetzung unter Bildung von Harnsiure- 
krystallen. Die Krystallnadeln sind zu Sphirolithen gruppiert. 

2. KaliumacetatlOsung 8°/o. Analyse miflungen. Kleine 
Spharolithen, daneben auch noch kleinere, welche besonders 
der Zersetzung mit Wasser anheimzufallen scheinen. Mit Wasser 
Bildung von Harnsdurekrystallen. 

3. Kaliumacetatlésung 10°/o. Wenig Harnsiure, Reaktion 
wie beii. Produkt: 80,53°/o H,U, 16,35°/o K,O, also 0,479 Mol. 
H,U auf 0,174 Mol. K,O, Verhaltnis = = 2,76. Mit Wasser 

2 
Bildung von Harnsiurekrystallen. Kleinere und gréfere Sphiiro- 
lithen. 

4, Kaliumacetatldsung 10°/o. Etwas mehr Harnsiure. 
Produkt: 82,5°/o H,U, 12,3°/o K,O, also 0,491 Mol. H,U auf 
0,131 Mol. K,O, Verhaltnis 0 = 3,76. Sphirolithen, Biindel. 
Mit Wasser Bildung von Harnsaurekrystallen. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, in Ubereinstimmung 
mit den Ergebnissen von friiheren Autoren, daf die Zusammen- 
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setzung der Quadriurate eine sehr wechselnde ist und daf sie 
variiert mit der Konzentration der Lo6sung sowie mit der zu- 
gegebenen Menge Harnsiure. Dies war natiirlich a priori zu 
erwarten. Die Reaktion, die von der Konzentration sowie von 
der zugegebenen Harnséiuremenge abhingig ist, bestimmt den 
Prozentsatz der Harnsadure, welche als solche in der Lésung 
ist; die Zusammensetzung der festen Phasen hangt mit dem 
Verhiltnis der Konzentration der freien Saure zu der des Urats 
zusammen. Bei den folgenden Versuchsreihen haben wir die 
Sache insoweit vereinfacht, dab wir die Konzentration der Acetat- 
l6sung konstant erhielten. Nur die Reaktion wurde verandert 
und zwar durch wechselnde Mengen Harnsiéure oder durch ge- 
eignete Zugaben von entweder KOH oder Essigséure. Dadurch 
konnte das Verhaltnis von Harnséure zu Urat in der Losung in 
weiten Grenzen abgedndert werden und konnten entsprechende 
Anderungen in der Zusammensetzung der festen Phasen er- 
wartet werden. 

Zweite Versuchsreihe. 

Fiir jeden Versuch 500 ccm Wasser und 30 g Kaliumacetat. 

1. 10 ccm Essigsiaure (30°/o), 2,4 g H,U. Es zeigte sich, 
dafs hier die Abkiihlung nicht zu langsam vonstatten gehen 
muBte, weil sonst Harnséurekrystalle sich bildeten. Nach einigen 
Vorversuchen wurde ein reines Praparat erhalten. Produkt: 
84,33°/o H,U, 9,82°/o K,O, also 0,502 Mol. H,U und 0,104 Mol. 
HU : 
K,D sx 481. 

Kleine Nadelsphirolithen, anscheinend vollig homogen, 
mit Wasser sehr schnelle Umwandlung in Harnsaurekrystalle, 
mit verdiinnter Salzsiure dasselbe. 

2. 3 ccm Essigsiure 30°/o, 2,9 g H,U. Produkt: 83,21 °%/o 
HU, 11,15°/o K,O, also 0,495 Mol. H,U und 0,118 Mol. K,O, 


KO, Verhiltnis 


; 
Verhaltnis As = 4,20. Nadelsphirolithen und Doppelsphiro- 
2 


lithen. Mit Wasser und mit Salzsiure sehr schnelle Umwand- 


lung in Harnsdurekrystalle. 
3. 2,58 g Harnsiiure: Produkt: 82,4°/o H,U, 12,16°/o KO; 
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0,490 Mol. H,U und 0,129 Mol. K,O, Verhiiltnis eo = $8. 
Sphirolithen, Doppelsphérolithen und vereinzelte Nadeln, an- 
scheinend ganz homogen, mit Wasser und Salzsiure schnelle 
Umwandlung in Harnsiiurekrystalle. 

4. 1,6 g Harnsaure; Produkt: 81,83°/o H,U, 13,26°/0 K,O: 
0,487 Mol. H,U auf 0,141 Mol. K,O, Verhiltnis te == 9,46. 
Krystallographisch wie 3. Verhalten mit Wasser und Salzsiure 
wie bei 3. 

5. 4 cem KOH (10°/0), 3,2 g H,U: Produkt: 81,0°/o H,U, 
13,84°/o KO; 0,482 Mol. H,U und 0,147 Mol. K,O: Verhiiltnis 
HU 
K,O 
Nadeln. Mit Wasser und Salzsiure Umwandlung in Harnsiiure- 
krystalle. 

6. 0,9 g Harnsiiure; Produkt: 80,40°/o H,U, 14,22°/o KO; 
ico = 3,18. Kry- 
stallographisch wie 5. Verhalten mit Wasser und Salzsiure 
dasselbe. 

7. 7 ecm KOH (10°), 2,5 g H,U. Produkt: 79,5°/o H,U, 
18,25°/o K,O; 0,473 Mol. H,U, 0,194 Mol. K,O; Verhiltnis 
HU 
K,O 
Wasser langsame Zersetzung. Mit Salzsaure schnelle Zersetzung. 

8. 10 cem KOH (10°/o), 2,9 g H,U. Produkt: 81,15°/o 
H,U, 21,9°/o K,O; 0,483 Mol. H,U, 0,232 Mol. K,O; Verhaltnis 
HU 
K,O 
druck, etwas liingere Nadeln, Aggregate, Doppelsphiarolithen. 
Mit Wasser keine Bildung von Harnsiurekrystallen, mit Salz- 
saure schnelle Zersetzung. 

In dieser Reihe sind die Produkte 1—7 mikroskopisch 
ganz vergleichbar, 8 zeigt einen etwas anderen Habitus, obne 
daB jedoch die Krystalle zu einem anderen System zugehorig 


erscheinen, wenigstens insoweit dies bei solchen kleinen Kry- 


= 3,28. Sphiarolithen und Doppelsphirolithen aus feinen 


0,478 Mol. H,U, 0,151 Mol. K,O; Verhaltnis 


= 2,44. Krystallographisch: anscheinend noch homogen. Mit 


= 2,08. Macht mikroskopisch keinen ganz homogenen Ein- 
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stallen festzustellen ist. Die Wasserzersetzlichkeit nimmt an 
Schnelligkeit ab von 1—7, 8 zeigt keine Zersetzung mehr, letzteres 
Praparat besteht der Analyse nach aus fast reinem Mono- 
kaliumurat. 

Alle Krystalle sind wahrscheinlich rhombisch und haben 
gerade Ausléschung. Wir haben also wahrscheinlich eine iso- 
morphe Mischungsreihe mit sehr wechselnder Zusammensetzung 
und zwar haben 1 und 2 noch mehr Harnsiiure, als dem Quadri- 
urat entsprechen wide (fiir das Quadriurat ist das Verhiiltnis 
i = 4), wahrend 8 sehr nahe Monokaliumurat ist. 

Wir lassen hier noch eine dritte Versuchsreihe folgen. 

Dritte Versuchsreihe. Fiir jeden Versuch 475 ccm Wasser 
und S50 cem einer LOsung von Kaliumacetat, welche auf 50 ccm 
30 g Acetat enthiilt. 

1. 10 ccm Essigsaure (30°/0), 2,2 g H,U. Produkt: 85,5°/o 
H,U, 9,674°/o K,0O; 0,5086 Mol. H,U, 0,1027 Mol. K,O; Ver- 
KO = 4,953. 

Elektrometrische Wasserstoffionenkonzentrationsmessung : 
Messung (der Mutterlauge) gegen Normal-KCl-Quecksilber- 
Kalomel-Elektrode; 0,6041 Volt, p,, = 5,567, C,, = 2,71 K 10-*. 

Krystallographisch: Nadelsphérolithen, Durchschnitt etwa 
30 uw. Die Liingsachse der Nadeln ist die Richtung des kleinsten 
Brechungsindex (ebenso wie bei Harnsaure). Mit Wasser schnelle 
Zersetzung. 

2. 7 ccm Essigsiiure (30°)0), 2,5 g Harnséure; Produkt: 
85,0°/o HU, 10,33 °/o K,0; 0,5058 Mol. H,U, 0,1095 Mol. K,O; 


haltnis 


Verhialtnis i = 4.617. 


KO 
Messung der Mutterlauge: 0,6106 Volt, p,, = 5,679, C,, 

— 2,09 < 10-6. 
Krystallographisch wie 1. Mit Wasser schnelle Zersetzung. 
3. 5 ecm Essigsiure (30°/0), 2,5 g H,U; Produkt: 83,5°/o 
HU, 10,83°/0 K,O: 0,4967 Mol. H,U, 0,115 Mol. K,O. Ver- 
HU 


iitinis —*. = 4.321. 
haltnis KO +321 
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Messung der Mutterlauge: 0,6199 Volt, p,, = 5,842, C 
= 1,44 < 10-6. 

Krystallographisch wie 1 und 2, Doppelsphiirolithen oder 
Doppelpinsel. Verhalten mit Wasser wie bei 2. 

4. 3 ccm Kssigsaure (30°/o), 2,5 g H,U. Produkt: 82,73°/o 
H,U, 11,81°/o K,O. 0.4922 Mol. H,U, 0,1253 Mol. K,O. Ver- 


. HU 
hiltnis —?- = 3,927. 


K,O 
Messung der Mutterlauge: 0,6313 Volt, p,, = 6,039, C,, 
= 9,15 * 10-7. Mit Wasser schnelles Zersetzen. 


Krystallographisch: Ungefiihr dasselbe als die vorigen. 

5). 2,5 g Harnsiiure. Produkt: 81,35°/o H,U, 14,22°/o K,O. 
0,4841 Mol. H,U, 0,151 Mol. K,O. Verhialtnis =H = 9,907. 

Messung: 0,6577 Volt, py, = 6,495, C,, = 3,20 10-7. 
Mit Wasser schnelles Zersetzen. 

Krystallographisch: die Neigung zur Bildung von Aggre- 
gaten scheint in der Reihe allmahlich etwas kleiner zu werden, 
die Komplexe werden einfacher gebildet zu Biindeln, auch ver- 
einzelte Nadeln. 

6. 1,7 g Harnsdure. Produkt: 80,9°/o H,U, 14,37°%/o0 K,O. 
0,4813 Mol. H,U, 0,1526 Mol. K,0; Verhiltnis = == $,155. 

2 

Messung: 0,6708 Volt, p,, = 6,723, C,, = 1,89 X 10~“. 

Krystallographisch: Wie die vorigen, anscheinend ganz 
homogen. Mit Wasser langsame Zersetzung. 

7. 3. com KOH (10°/o), 2,5 g H,U. Produkt: 79,4°/o H,U, 
15,56°/o K,O; 0,4723 Mol. H,U, 0,1652 Mol. K,O; Verhaltnis 


 _— 
K,0 — 2,859. 


Messung: 0,6917 Volt, p, = 7,085, C,, = 8,23 & 10-°. 

Krystallographisch: Wie 6, die Nadeln werden aber gro8er. 
Mit Wasser noch !angsamere Zersetzung. 

8(a). 5 com KOH (10°/o0), 2,5 g H,U. Produkt 80,8°/o H,U, 
21,74°/o K,O; 0,481 Mol. H,U, 0,2308 Mol. K,O; Verhialtnis 
H,U 
K,O 


an 2.008. 
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Messung: 0,7287 Volt, p, = 7,728, C,, = 1,873 X 10-8. 
Es schien nicht ganz homogen. 

Ks war mdglich, dab, weil sich bei Siedetemperatur ein 
voluminoser Niederschlag bildete, daf das beim Abkiihlen des 
Filtrats sich absetzende Urat noch mit etwas vom ersten ver- 
unreinigt war. Darum wurde der Versuch wiederholt, indem 
linger auf Siedetemperatur erhalten wurde. 

8(b). Die Loésung wurde dreiviertel Stunde bei Siede- 
temperatur erhalten, wahrend welcher Zeit sich bei dieser Tem- 
peratur allmihlich ein Urat absetzte. Dieses Urat wurde heil; 
abfiltriert und ausgewaschen mit Alkohol. Analyse: 81,03°/o 
HU, 22,34°/o K,0; 0,4822 Mol. H,U, 0,2372 Mol. K,O; Ver- 
HU 
K,O 
bestand aus Nadeln und vielen kleinen Spharolithen. 

Aus dem Filtrat setzte sich ein zweiter Niederschlag ab 
von folgender Zusammensetzung: 82,01°/o H,U, 22,24°/o K,O: 


hiltnis = 2,033. Es war also nahezu Monokaliumurat. Es 


1,U 


0,488 Mol. H,U, 0,236 Mol. K,O; Verhiltnis a8 = 2,066. 
2 

Krystallographisch: Im allgemeinen wie 8(a), aber jetzt 
anscheinend ganz homogen. 

Mit Wasser keine Bildung von Harnsdurekrystallen. 

Wir haben also auch hier wieder eine Reihe von wahr- 
scheinlich isomorphen Mischungen mit duferst wechselnder Zu- 
sammensetzung und eine allmiihliche Abnahme der Wasser- 
zersetzlichkeit. 

Folgende Tabelle gibt eine Ubersicht tiber die Verhiltnisse 
a und die zugehérigen Wasserstoffionenkonzentration der 


KO 
Mutterlaugen (nur in der dritten Reihe bestimmt). 


Zweite Versuchsreihe: 

















l | nu | m | ww a. vi | vo | ov 
HU | | | Pees ; 
™ 48 | 42 | 38 | 35 | 328 | 320 | 244 | 208 
K,0 | | | 
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Dritte Versuchsreihe: 
LLL 














| I I | I | IV 
H,U ie | | 
eo! ol 9; 4,62 | 4,82 3,93 
K,0 | 4,95 6 | 4,3 
PH | 5,57 «568 | 5,84 | 6,04 
Cu | 2,71X10-® | 2,093x10-® | 1,44x10~® | 9,15x10~% 

| V | VI Vi VT 
HU | | | | 

3,2 3,16 2 86 | 2.093 (2,066 

KO 3 21 | 3,16 ! 86 | 093 (2,066) 
PH | 6,495 | 6,72 7,085 | 7,73 
Cy | 320X10 % | 1,89X107" | 8,23X10~" | 1,873x10~" 


Man sieht hier, daf bei einem p,, von etwa 6, der etwa 
der Aciditaét von normalem Harn entspricht, das Verhiiltnis 
H,U 
K,O 
ein Urat mit der Zusammensetzung von Quadriurat. 

Durch die vorstehenden Untersuchungen scheint uns die 
Mischkrystallehypothese zurzeit die am meisten den Tatsachen 
entsprechende. Dafiir spricht die Existenz von Reihen von sicher 
krystallinischen Produkten mit sehr wechselnder Zusammen- 
setzung und, soweit wir es bestimmen konnten, gleicher 
Krystallart. 

Um nun die eingangs erwahnte Frage, ob es zur Bildung 
von diesen eigentiimlichen Uraten immer notig ist, von Harn- 
siure auszugehen, niaher zu treten, haben wir folgenden Ver- 
such angestellt. 

Die gewohnliche Acetatl6sung wurde mit 7 ccm Essigsiure 
(30°/o) versetzt und zum Sieden erhitzt, sodann wurde 2,8 g 
Monokaliumurat zugegeben. Nach einigen Minuten wurde heifi 
filtriert und langsam abgekitihlt, es setzte sich jetzt nur wenig 
von einem Urat ab, das abfiltriert und ausgewaschen wurde. 
Es hatte dann dasselbe Aussehen wie die anderen Quadriurate 
und wurde von Wasser schnell zersetzt. Zur Analyse war die 
Menge zu gering. Jedenfalls gelingt es also auch, um ausgehend 
von Urat ein typisches Quadriurat zu erhalten; daB hier so 


den Wert 4 erreicht. Bei dieser Aciditit bildet sich also 
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wenig sich léste, wahrend aus den mit Harnsaure bereiteten 
LOsungen betrachtliche Mengen sich absetzten, ist der bekannten 
langsamen Abscheidung des aus Harnséure neu in der Lésung 
gebildeten Urats zuzuschreiben. 

Wir glauben aus den mitgeteilten Versuchen schlieBen zu 
kénnen, daf} die Quadriurate Mischkrystalle sind oder feste 
LOsungen und zwar wahrscheinlich Krystalle vom Typus des 
Monometallurats, welches Urat je nach Umstanden (Reaktion, 
Konzentration) bei h6herer Temperatur eine griBere oder kleinere 
Menge Harnsaure gelést enthalten kann und beim ruhigen Ab- 
setzen zuniichst festhalt. In Gegenwart von Lésungen, besonders 
aber von Wasser, geben sie diese ab, weil bei niederer Tem- 
peratur die Krystalle Harnsaéure aufzunehmen in einigermafen 
in Betracht kommender Menge nicht imstande sind. 

Man konnte sich hierbei dann denken, daf in der heifen 
Losung die Krystallpartikelchen mit ihrem Harnsiiuregehalt schon 
vorgebildet sind, soda, wenn die Loésung zum Teil abgekihlt 
ist und das Urat sich abzuscheiden anfingt, diese harnsdure- 
haltigen Partikelchen sich zu gréBeren Krystallteilchen ver- 
einigen, welche zur Absetzung kommen. 


Zusammenfassung. 


Es wurde die Hypothese, dai die sogenannten Quadriurate 
wesentlich Mischkrystalle sind, experimentell gepriift; dazu 
wurden Reihen von Quadriuraten mit sehr wechselnder Zu- 
sammensetzung chemisch und krystallographisch untersucht. 

Ks wird der Schluf gezogen, daf zurzeit die Hypothese 
die Tatsache am ungezwungensten erklirt, wenn man annimmt, 
dafi die genannten Urate feste L6sungen von Harnsaure in ge- 
woOhnlichem Monometallurat sind, welche bei héherer ‘Tempera- 
tur entstehen kénnen, bei niederer Temperatur aber nicht stabil 
sind und ihren iiberschiissigen Harnsaéuregehalt abzugeben be- 


strebt sind. 




















Uber die Farbstoffe der Fucoideen. 
Von 
Harald Kylin. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Upsala.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. September 1912.) 


Nach Cohn (1865, 8.19) gibt es bei den Fucoideen nur 
einen Farbstoff, den er Phéophyll nennt, und welcher fiir die 
Fucoideen dieselbe Rolle spielen soll, wie das Chlorophyll fiir 
die héheren Pflanzen. In einer Arbeit vom Jahre 1867 schreibt 
er (S. 44): «<dafs das Phéophyll ein dem Chlorophyll nahe ver- 
wandter Korper, vielleicht nur eine Modifikation desselben sei». 

Rosanoff (1867, S. 214) bemiiht sich, nachzuweisen, daf 
die Fucoideen wirklich Chlorophyll enthalten, findet es aber 
wahrscheinlich, dai es neben diesem noch einen besonderen 
Farbstoff gibt. Einige Jahre spater wird von Millardet (1869, 
5. 61) nachgewiesen, daB Benzol aus einem alkoholischen Ex- 
trakt einer Fucoidee das Chlorophyll aufnimmt, einen gelben 
Farbstoff aber zuriicklait, welcher Phykoxanthin genannt wird ; 
auBerdem sollen die Fucoideen einen in Wasser léslichen, 
braunen Farbstoff enthalten, den Millardet Phykophiain nennt. 

Askenasy (1869, 5.785) erwahnt das Vorkommen zweier 
Farbstoffe, eines griinen und eines gelben. Sorby (1873, 5.474) 
unterscheidet dagegen zwei verschiedene griine Farbstoffe, die 
er blaues Chlorophyll und Chlorofucin (der Farbe nach gelb- 
griin) nennt, und drei verschiedene gelbe Farbstoffe: orange 
Xanthophyll, Fukoxanthin und Lichnoxanthin; der letztere soll 
nur in sehr geringer Menge vorkommen, Fukoxanthin dagegen 
in reichlicher Menge. 

Reinke (1876, 5S. 400) findet die Methode Sorbys zum 
Unterscheiden mehrerer gelber Farbstoffe nicht zuverlassig. 
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Er unterscheidet nur einen gelben Farbstoff, den er Phyko- 
xanthin nennt; dieser ware mit dem Xanthophyll der hoheren 
Pflanzen nicht identisch. AuBerdem kaémen Chlorophyll und 
Phykophain vor; das Phykophdin verursache die braune Farbe 
der Fucoideen. — In einer Arbeit vom Jahre 1886 (S. 243) 
nennt er den Farbstoff der Fucoideen Phiophyll, welches seiner 
Ansicht nach aus einer Eiweiikomponente und einer farbigen 
Komponente bestehe. Beim Abtéten der Zellen wiirden diese 
Komponenten von einander getrennt. An einer anderen Stelle 
derselben Arbeit (S. 215) schreibt er, daB es zwei farbige Sub- 
stanzen gebe, eine griine und eine gelbe, dali es aber un- 
entschieden bleibe, ob diese beim Abtéten der Zellen entstehen, 
oder ob sie schon in den lebenden Chromatophoren vorhanden 
seien. Hinsichtlich des Phykophains schreibt er (S. 243): «Ich 
vermute in demselben einen Farbstoff, der erst durch das Ein- 
trocknen der Fucaceen entsteht. » 

Hansen (1885, S. 289) unterscheidet drei verschiedene 
Karbstoffe: «Chlorophyllgriin», «Chlorophyllgelb>» und Phyko- 
phain. Die beiden ersteren wiren mit den griinen und gelben 
Farbstoffen der héheren Pflanzen identisch. — In einer Arbeit 
vom Jahre 1887 gibt Schiitt eine eingehendere Beschreibung 
des Phykophains. — Mittels der Kalimethode von Molisch hat 
Tammes (1900, 5S. 240) das Vorkommen von Carotin bei den 
Fucoideen nachgewiesen. 

Gaidukov (1903, 5.538) leugnet das Vorkommen von 
Phykoxanthin bei den Fucoideen. Dieses ware nichts anderes 
als ein Gemenge von Chlorophyll, Carotin und Phykophain, oder 
von Carotin und Phykophéin; dieser letztere Farbstoff wird 
braunes Phykochrom genannt. 

Nach Molisch (1905, S. 135) wiirden die Fucoideen 
Phaophyll enthalten, und dieser Farbstoff ware «ein brauner, 
dem Chlorophyll nahestehender Korper». Er ist demnach der- 
selben Meinung, die schon friiher von Cohn ausgesprochen 
wurde. Die Chromatophoren der Fucoideen enthielten daneben 
Carotin und einen besonderen Stoff mit unbekannter Farbe, 
welcher Leukocyan genannt wird. Wird dieser Stoff mit 2°/oiger 
Salzsiure behandelt, so entstehe ein neuer blaugefarbter Stoff, 
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das Phaiocyan. Das Phykophiiin werde erst nach dem Tode der 
Alge gebildet. 

Tswett (1906) unterscheidet bei den Fucoideen fiinf ver- 
schiedene Chromatophorenfarbstoffe, namlich zwei Chlorophyll- 
modifikationen, Chlorophyllin a und Chlorophyllin 8 (= Chloro- 
fucin nach Sorby) und drei gelbe Farbstoffe, Carotin, Fuko- 
xanthin und Fukoxanthophyll. Hinsichtlich des Phykophains 
schreibt er (a.a. O., S. 236), daB es «vollstandig auf eine durch 
alkalische Reaktion des Extraktionswassers sehr gefodrderte 
Oxydation von farblosen Chromogenen zurtickzufitihren ist». — 
Diese Behauptung habe ich durch eigene Untersuchungen schon 
friiher bestitigt. Der Stoff, der bei seiner Oxydation Phykophain 
gibt, findet sich bei den lebenden Fucoideen in den Fukosan- 
blaschen, friiher Fukosankérnchen genannt, und ist mit den 
Gerbstoffen nahe verwandt. Er wird Fukosan genannt (vgl. 
Kylin 1912). 

Jiingst ist von Czapek (1911, S.251) behauptet worden, 
da8 die Fucoideen «wirklich in den lebenden Chloroplasten das 
gewohnliche amorphe Chlorophyll oder Phytylchlorophyllid 
Willstatters enthalten». Daneben sollen sie drei gelbe Farb- 
stoffe enthalten: Carotin, Xanthophyll und Fukoxanthin. 


Chlorophyll. 


Ob Chlorophyll in den Chromatophoren der Fucoideen 
nativ vorkommt oder nicht, ist eine Frage, die in der Literatur 
mehrmals in verschiedener Weise beantwortet worden ist. 
Molisch (1905, S. 135) vertritt die Meinung, dai die lebenden 
Fucoideen kein Chlorophyll enthalten, sondern einen braunen 
dem Chlorophyll nahestehenden KO6rper, das Phiophyll, welches 
beim Eintauchen in siedendes Wasser in Chlorophyll umge- 
wandelt wiirde. Tswett (1906) behauptet dagegen, daB die 
lebenden Fucoideen Chlorophyll enthalten. Jiingst ist die letztere 
Meinung von Czapek (1911, S. 250) bestatigt worden, und 
auf Grund eigener Untersuchungen muff ich mich entschieden 
dieser Meinung anschliefen. 

Nach den Untersuchungen von Willstitter enthalt das 
Chlorophyll Magnesium. Willstatter (1906, S. 62) hat auch 
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nachgewiesen, dafi das Chlorophyll aus einer Fucus-Art Mag- 
nesium enthielt, und wihrend meiner Untersuchungen habe ich 
dargetan, daf aus Ascophyllum nodosum extrahiertes Chloro- 
phyll magnesiumhaltig war. Das Chlorophyll wurde nach der 
von Willstatter (a.a.0., S. 74) beschriebenen Phosphatme- 
thode gereinigt. 

Es gibt bei den héheren Pflanzen zwei verschiedene Chloro- 
phyllmodifikationen, eine blaugriine und eine gelbgriine. Diese 
Modifikationen werden von Willstiatter Chlorophyll a und 
Chlorophyll b genannt, von Marchlewsky dagegen Neo- 
chlorophyll und Allochlorophyll, von Tswett Chlorophyllin « 
und Chlorophyllin 8. Bei den Fucoideen solle nach Tswett 
(1906, S. 239) die erstere dieser Modifikationen vorkommen, 
die letztere dagegen nicht, anstatt dieser kiime aber eine andere 
gelbgriine Modifikation vor, die Chlorophyilin + genannt wird 
(= Chlorofucin nach Sorby, 1873, 5. 454). Dieser Frage habe 
ich indessen keine genauere Erérterung gewidmet (in Will- 
staétters Laboratorium soll man sich gegenwartig mit einer 
Untersuchung der Fucoideenchlorophylle beschaftigen). 


Carotin. 


Mittels Molischs Kalimethode (Molisch 1896, 5. 19) 
hat Tammes das Vorkommen von Carotin bei folgenden Fuco- 
ideen nachgewiesen: Fucus vesiculosus, F. serratus, Lami- 
naria saccharina, L. digitata, Chorda filum und Asco- 
phyllum nodosum. Nach derselben Methode habe ich eine 
groBere Zahl Fucoideen untersucht, und es gelang mir immer 
sehr gut, Carotin nachzuweisen. 

Um Carotin makrochemisch nachzuweisen, wurde an der 
Luft getrocknetes, sehr fein pulverisiertes Material von Asco- 
phyllum nodosum mit Petrolaither extrahiert. Das Extrakt 
wurde dann hauptsachlich nach der Methode von Willstatter 
(1907, S. 12) gereinigt, und die schlieBlich erhaltene Loésung 
von Carotin in Schwefelkohlenstoff wurde mit Alkohol versetzt. 
Nach etwa einer Stunde waren prachtvolle Carotinkrystalle 
gebildet worden, die der Form nach mit der von Willstatter 
(a.a.O., S.17) gegebenen Figur sehr gut tbereinstimmten. 
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Xanthophyll. 


Um Xanthophyll bei den Fucoideen nachzuweisen, be- 
diente ich mich der von Willstiétter (1907, S. 13) beschrie- 
benen Methode zur Gewinnung von Xanthophy!l aus Blattern. 
Ein alkoholisches Extrakt wurde demnach mit alkoholischem 
Alkali versetzt, um das Chlorophyll zu verseifen, und danach 
mit Ather ausgeschiittelt. Die dtherische Liésung wurde mit 
Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet, im Vakuum 
stark eingeengt und schlieflich mit Petrolaéther versetzt, wo- 
bei das Xanthophyll als ein pulvriger, rétlichgelber Nieder- 
schlag gefallt wurde. Da ich nur mit verhaltnismifig geringeren 
Mengen von Ausgangsmaterial arbeitete, war die erhaltene 
Xanthophyllmenge zu gering, um zum Zwecke der Reindar- 
steliung weiter bearbeitet zu werden. — In der oben be- 
schriebenen Weise habe ich das Vorkommen von Xanthophyll 
bei Ascophyllum nodosum, Fucus vesiculosus, F. ser- 
ratus, Halidrys siliquosa, Laminaria digitata und 
Pylaiella litoralis bewiesen. 

In folgender Weise habe ich das Fucoideenxanthophyll 
zum Krystallisieren gebracht. An der Luft getrocknetes, fein 
pulverisiertes Material wird mit Benzol extrahiert, und das 
Extrakt mit Alkoho! ausgeschiittelt. Der grofte Teil des Xantho- 
phylls und Phykoxanthins geht dabei in den Alkohol iiber, 
Carotin und Chlorophyll (nur in geringer Menge extrahiert) 
bleiben dagegen grOBtenteils im Benzol. Die alkoholische L6- 
sung wird dann bei Zimmertemperatur allmahlich verdampft, 
und man kann dabei das Xanthophyll in der Form von orange- 
roten, unregelmibig tafelformigen Krystallen erhalten; das 
Phykoxanthin wird in kleinen Trépfchen niedergeschlagen. Nach 
dem Auskrystallisieren des Xanthophylls wird die Mutterlauge 
vorsichtig abdekantiert, und der Riickstand bei Zimmertem- 
peratur im Vakuum getrocknet. Der getrocknete Riickstand 
wird mit Petrolaither behandelt. Das Phykoxanthin (nebst den 
Verunreinigungen von Carotin und Chlorophyll) wird dabei ge- 
lost, und der orangerote Riickstand von Xanthophyll laBt sich 
gut abfiltrieren (ein Teil bleibt als ein orangeroter Belag auf 
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dem Boden des Gefibes zuriick; die Beimischungen von Phy- 
koxanthin vollkommen zu entfernen, ist schwierig!)). Nach 
dem Abfiltrieren kann man das Xanthophyll in etwas Alkohol 
leicht lésen. — Auf diese Weise habe ich das Xanthophyll 
aus Ascophyllum nodosum, Fucus vesiculosus, Lami- 
naria digitata und Pylaiella litoralis zum _ Krystalli- 
sieren gebracht. 

Bei den Fucoideen gibt es demnach einen krystallisie- 
renden, in Petroliather unléslichen, in Alkohol aber leicht lés- 
lichen gelben Farbstoff, der mit dem von Willstatter unter- 
suchten Xanthophyll der héheren Pflanzen identisch sein diirfte. 
Von konzentrierter Schwefelséiure wird er blau gefirbt, von 
stirkerer alkoholischer Salzséure bei kurzem Erwaérmen zuerst 
grin, dann blaugriin bis blau, in dhnlicher Weise wie das 
Xanthophyll der héheren Pflanzen. 

Dieser Farbstoff ist zuerst von Tswett (1906, S. 240) 
bei den Fucoideen nachgewiesen worden, und wird von ihm 
als Fukoxanthophyll bezeichnet. 


Phykoxanthin. 


Der Name Phykoxanthin wird zum erstenmal von N4&- 
geli (1849, S. 7) benutzt. Er behauptet, es gebe bei den Cyano- 
phyceen einen besonderen Farbstoff, den er Phykochrom nennt, 
und welcher in zwei Modifikationen vorkommen soll, einer 
blaugrinen, Phykocyan, und einer orangefarbigen, Phykoxan- 
thin. Kraus und Millardet (1868, S. 26) bezeichnen mit dem 
Namen Phykoxanthin denjenigen gelben Farbstoff der Cyano- 
phyceen und Diatomeen, der im Alkohol zurickbleibt, wenn 
ein Alkoholextrakt dieser Algen mit Benzol ausgeschiittelt wird, 
und mit demselben Namen bezeichnet auch Millardet (1869, 


') In meinem Aufsatz «Uber die griinen und gelben Farbstoffe der 
Florideen» wurde behauptet (S. 118), daf eine aus Ceramium rubrum 
dargestellte Xanthophyllésung beim Kochen nach Zusatz von etwas Eis- 
essig griin wird, und dafi sie bei Behandlung mit Alkali in irgend einer 
Weise verindert wird, so dafs die Farbe nach Zusatz von einer Saure 
bis zu saurer Reaktion augenblicklich griin wird. Diese Angaben beruhen 
darauf, daf, meine Xanthophyllésungen mit Phykoxanthin verunreinigt 
waren. Eine reine Xanthophyllésung gibt diese Reaktionen nicht. 
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S. 60) denjenigen gelben Farbstoff der Fucoideen, der im Al- 
kohol zuriickbleibt, wenn ein Alkoholextrakt dieser Algen mit 
Benzol ausgeschiittelt wird. Sorby (1873, S. 461) verdndert 
den Namen Phykoxanthin zu Fukoxanthin und will mit diesem 
Namen den besonderen gelben Farbstoff der Fucoideen be- 
zeichnen. In der spateren Literatur wird in der Regel der letztere 
Name benutzt; in der folgenden Darstellung soll aber der 
ailtere Name Phykoxanthin verwendet werden. — Sowohl die 
Fukoxanthinlédsung nach Sorby wie die Phykoxanthinlésungen 
der friiheren Forscher waren mit Xanthophyll vermischt. 

Das Phykoxanthin steht ganz gewilfi dem Xanthophyll 
sehr nahe, unterscheidet sich aber von diesem dadurch, dab 
es in Petrolather léslich ist; Xanthophyll ist im Petrolither 
unléslich. Wird eine Lésung von Phykoxanthin in Petrolither 
mit 80°/oigem Alkohol ausgeschiittelt, geht der Farbstoff so 
gut wie vollstaéndig in den Alkohol tiber. Carotin wiirde bei 
einer solchen Ausschiittelung im Petrolather bleiben. 

Eine verdiinnte Lésung von Phykoxanthin in Alkohol, 
Benzol oder Petrolather ist der Farbe nach nicht von einer 
verdiinnten Xanthophyll- oder Carotinl6sung zu unterscheiden. 
Eine konzentrierte Phykoxanthinlésung wird aber orangebraun, 
eine konzentrierte LOsung von Xanthophyll oder Carotin da- 
gegen orangerot. 

Verdiinnte Salzsiure oder Schwefelsiure firben eine 
Phykoxanthinlésung bei héherer Temperatur sehr schnell, bei 
Zimmertemperatur etwas langsamer zuerst griin, dann blau- 
grin bis sch6n blau. Bei Alkalisieren wird die Farbe wieder 
gelb. Eine Xanthophyllésung wird auch von Salzsiiure oder 
Schwefelséure griinblau gefarbt, die Reaktion vollzieht sich 
aber viel langsamer und man muf eine etwas stirkere Saure 
verwenden. (Molischs Leukocyan ist eben Phykoxanthin, und 
sein Phéiocyan ist nichts anderes als durch Siure blau ge- 
farbtes Phykoxanthin). 

Eine Phykoxanthinlédsung wird auch durch konzentrierte 
Essigsdure griin bis blaugriin gefarbt, die Reaktion vollzieht 
sich aber viel langsamer, als bei Verwendung von Mineral- 
sauren. QOxalsiure wirkt wie Essigsiure, aber etwas kriftiger. 
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Xanthophyll6sungen werden von Essigsiure oder Oxalsaure 
nicht griin gefarbt. Xanthophyllkrystalle lésen sich in Eisessig, 
veriindern jedoch die Farbe nicht einmal beim Kochen. 

Bei Behandlung mit verdiinnter Kali- oder Natronlauge 
wird eine Phykoxanthinlésung beim Kochen schnell, bei Zimmer- 
temperatur nach einigen Minuten in irgend einer Weise ver- 
aindert, so dab die Farbe nach Zusatz von einer Séure bis zu 
saurer Reaktion augenblicklich griin wird. Bei Alkalisieren 
wird die Farbe wieder gelb. Eine Xanthophyllosung wird von 
Alkali nicht verandert. Schon friiher ist von Tswett (1906, 
S. 240) nachgewiesen worden, daf eine Phykoxanthinlésung 
von Alkalien angegriffen wird, und daf sie sich dabei spek- 
troskopisch verdndert. 

Zur Gewinnung von Phykoxanthinlésungen extrahiert man 
an der Luft getrocknetes, fein pulverisiertes Material einer 
Fucoidee mit Petrolather. Das Extrakt wird mit Alkohol aus- 
geschiittelt, wobei Carotin und Chlorophyll gréftenteils im Pe- 
trolather zuriickbleiben, das Phykoxanthin in die Alkohol- 
schicht tibergeht. Um die Beimischungen von Carotin und 
Chlorophyll zu entfernen, wird dann die Alkoholschicht einige- 
mal mit Petrolither ausgeschiiltelt. Um die Reinigung weiter 
zu treiben, wird die alkoholische Liésung mit Ather ausge- 
schiittelt, die &itherische Lésung mit Wasser gewaschen, mit 
Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum bis zur Trockenheit 
eingedampft. Der Riickstand wird dann mit Petrolather be- 
handelt, wobei das Phykoxanthin gelést wird, und der Farb- 
stoff kann dann wieder in Alkohol hintibergeschiittelt werden. 
Auf diese Weise kann man die Beimischungen von Chlorophyll 
und Carotin entfernen, nicht aber die farblosen Beimischungen 
(reine Phykoxanthinlésungen habe ich nicht dargestellt). Das 
Xanthophyll ist in Petrolaéther nicht léslich und wirde dem- 
nach nach dieser Methode nicht extrahiert werden. Es zeigte 
sich aber, daB der oben erwahnte Riickstand nach dem Ein- 
dampfen der itherischen Lésung sich nicht vollkommen im 
Petrolather léste, sondern etwas Xanthophyll hinterlief. Viel- 
leicht erhdhen die farblosen Beimischungen die Léslichkeit 
des Xanthophylls in Petrolather. 
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Auch in folgender Weise lassen sich Phykoxanthinlésungen 
gut darstellen. Das fein pulverisierte Material wird mit 75°/oigem 
Alkohol extrahiert. Chlorophyll und Carotin lésen sich dabei 
nur in geringeren Mengen, Phykoxanthin und Xanthophyll da- 
gegen sehr reichlich. Das alkoholische Extrakt wird mit Petrol- 
‘ither ausgeschiittelt, um Carotin und Chlorophyll zu entfernen: 
Phykoxanthin und Xanthophyll werden dann in Ather hiniiber- 
geschiittelt. Die atherische L6sung wird dann mit Wasser ge- 
waschen, mit Natriumsulfat getrocknet, im Vakuum bis zur 
Trockenheit eingedampft. Wird der so erhaltene Riickstand 
mit Petrolather behandelt, lést sich das Phykoxanthin, das 
Xanthophyll bleibt aber ungelost zuriick. 
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Uber das Verhalten von Schimmelpilzen (Aspergillus niger und 
Penicillium crustaceum) zum Phytin. 


Von 


M. A. Jegoroff. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der k. k, Universitat in Wien.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. September 1912.) 


Es ist auf Grund meiner dreijaéhrigen Vegetationsversuche') 
als sicher anzunehmen, daB die P,O, des Phytins von Phanero- 
gamen sehr leicht assimiliert wird. Doch ist es bei diesen 
Versuchen, die in gewo6hnlichen Landkulturen ohne Sterilisation 
ausgefiihrt worden waren, sehr schwer zu sagen, ob die P.O, 
des Phytins direkt oder indirekt assimiliert werde. 

Es ist nun interessant, diese Frage mit Beziehung auf 
die Schimmelpilze auf Grund der folgenden Uberlegungen zu 
studieren. 

P. A. Kostytschew?”) war der erste, der auf die Rolle 
der Schimmelpilze bei der Humifikation der organischen Stoffe 
die Aufmerksamkeit gelenkt hat, und dieser Autor behauptet, 
daB diese Pilze den genannten Prozef in sehr betréichtlichem 
Mafe zu férdern vermégen. Bei meinen Versuchen’) tiber 
die Verwesung des Stallmistes habe ich hiufig konstatiert, daf 
den Schimmelpilzen bei der Umwandlung der Trockensubstanz 
und bei der Mobilisierung der einzelnen Bestandteile des Stall- 
mistes ein namhafter Anteil zukommt. 

Eine Ubersicht der einschligigen Literatur hat ergeben, 
daB diese Frage nur in wenigen Arbeiten studiert worden ist. 
Diese Arbeiten sind jedoch hinsichtlich der angewandten 
Methoden nicht einwandfrei. Z. B. die Arbeit von A. Dox‘) 
«Uber die P-Assimilation von Aspergillus niger». Dox arbeitete 





1) Russ. «Journal f. exper. Landw.»> 1910 und 1911. 

*) Russische Arbeit iiber Tschernosem. 

8) «Nachricht. des landw. Instituts zu Moskau, 1911.» 

‘) Journ. of Biol. Chem., Bd. 10, S. 77—80, zitiert nach Chem. 


Ztrbl., 1911, Bd. 2, S. 1042. 
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mit dem Raulinschen Nahrsubstrat, welches — wie bekannt — 
im Jahre 1869 dargestellt ward. Seit dieser Zeit wurde die 
Frage der Nahrstoffzusammensetzung in einer namhaften Zahl 
von Arbeiten genauer studiert. So hat z. B. H. Molisch') nach- 
gewiesen, dal} die Schimmelpilze ohne Ca gedeihen k6nnen. 
In einer anderen Arbeit®) hat A. Dox nachgewiesen, dai das 
Aspergillusmycel und das Substrat, auf welchem es wiachst, 
das Phytin in seine Komponenten zu spalten vermégen, wah- 
rend meine Versuche (siehe unten) gezeigt haben, daf das 
Mycel und besonders das Substrat betrichtliche Mengen der 
anorganischen P.O, enthalten. Nun war aber die Entwicklung 
dieser P,O, das Kriterium der Zerspaltung des Phytins. 

Die Aufgabe, die wir uns hier gestellt haben, ist die 
Aufklirung einiger methodologischer Seiten der Frage, beson- 
ders hinsichlich der Selbstspaltung des Phytins, ferner auch 
die Entscheidung der Frage, ob das Phytin von den Schimmel- 
pilzen direkt oder indirekt assimiliert werde. 

Vor allem kommt hier die Frage in Betracht, ob das 
Phytin bei den vorbereitenden Operationen, wie der Steri- 
lisation, bestiindig bleibe oder nicht. Schon in einer unserer 
friiheren Abhandlungen itiber das Phytin®) haben wir ge- 
zeigt, dali diese Verbindung keineswegs so bestandig ist 
als man nach den vorhergegangenen Untersuchungen glauben 
kénnte. Aber eigene diesbeziiglich angestellte Versuche haben 
dargetan, dab unter diesen Bedingungen das Phytin unverandert 
bleibt, wenn nach der Methode von Schulze und Castoro 
wirklich nur die anorganische P,O, ausgefallt wurde; bei der 
Sterilisation und bei weiterem Stehen der Lésung konnte ich 
niemals die anorganische P,O, konstatieren. 

Meine Versuche wurden im pflanzenphysiologischen Institut 
des Herrn Prof. Dr. H. Molisch in Wien angestellt. Es ist 
mir eine angenehme Pflicht, an dieser Stelle dem Genannten 


!) Molisch, H., Die mineralische Nahrung der Pilze. Sitzungsber. 
per Kais. Akad. der Wissensch. in Wien. Mathem.-naturw. Cl., Bd. 103, 
Abt. 1, 1894. 

*) loc. cit., Chem. Ztrbl., 1911, Bd. 2, S. 1949. 

%) Biochem. Ztschr., 1912. 








Uber das Verhalten von Schimmelpilzen zum Phytin. 233 


meinen herzlichsten und aufrichtigsten Dank auszusprechen fiir 
die Leitung der Versuche, sowie fiir die bestindige Aufmerk- 
samkeit, die er denselben zu widmen die Giite hatte. Auch 
Herrn Privatdozenten Dr. O. Richter, sowie Herrn Dr. Vouk, 
Assistenten des genannten Instituts, bin ich fiir die Hilfe bei 
der Anstellung der Versuche zu Dank verpflichtet. 

Durch meine Versuche beabsichtigte ich, folgende drei 
Fragen zu entscheiden: 

1. Wird das Phytin von den Schimmelpilzen direkt oder 
oder indirekt assimiliert ? 

2. Wie verhalt sich das Phytin als P,O,-Quelle fiir die 
Schimmelpilze bei verschiedenen Kohlenstoffquellen ? 

3. Wie verhalten sich die verschiedenen Priaparate des 
Phytins als P,O.-Quelle fiir Aspergillus niger? 

Methodisches. 

Fiir meine Versuche habe ich die Nahrlésungen nach 
Molisch zusammengestellt. Jedem Versuch entsprechen je 
5 Erlenmeyer-Kolbchen zu 200 ccm mit 50 ccm der Nahr- 
lésung. Alle Kélbchen wurden zweimal, jedesmal durch eine 
halbe Stunde, sterilisiert. Die Impfung wurde mit der Platin- 
6se gemacht. Nach der Impfung wurden die Kélbchen im 
Thermostaten bei konstanter Temperatur stehen gelassen. 

Am Ende des Versuches wurden die Schimmelpilze tiber 
getrocknete und gewogene Filter abfiltriert, bei 100° C. getrocknet 
und die Trockensubstanz gewogen. Jedesmal wurde die an- 
organische P,O, im Filtrate nach der Methode von Schulze 
und Castoro bestimmt. 


1. Wird Phytin von Aspergillus niger und Penicillium 
crustaceum direkt oder indirekt assimiliert ? 


Als Niéhrlésung diente folgende Mischung: 
1000.0 g H,O, 


30,0 » Saccharose, 
6,0 » KNO,, 
0,5 » MgsS0,, 
Spur FeSO,, 


1,169 » Phytin. 
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Die Impfung wurde am 29. 1V. ausgefiihrt. Ein Teil der 
Kélbchen wurde zum Zwecke der Kontrolle ohne Impfung 
gelassen. Die Temperatur des Thermostaten war 24°C. 2. V. 
Die erste Bestimmung der anorganischen P,O, ergab negative 
Resultate, aber die Schimmelpilze, besonders Aspergillus, haben 
sich sehr gut entwickelt und fruktifiziert. 

7. V. Die beiden Schimmelpilzarten bedecken die Ober- 
fliche der Nahrlésung und fruktifizieren sehr reichlich. Die 
Bestimmung der Trockensubstanz ergab, daf Aspergillus 0,465 ¢ 
und 0,325 g, Penicillium 0,280 g und 0,149 g wog. Das Filtrat von 
Aspergillus enthielt in beiden Fallen eine ziemlich betrachtliche 
Menge der anorganischen P,O;, jenes von Penicillium nur 
Spuren. Die Kontrollkélbchen ohne Pilze ergaben keine Spur 
der P,O.. 

Bei den weiteren Bestimmungen konnte ich immer sehr 
deutlich die anorganische P,O, im Filtrate von den Pilzen 
konstatieren, aber niemals in den Kontrollk6lbchen. 

Dieser Versuch zeigt also, daB die Schimmelpilze eine 
betrichtliche Menge der anorganischen P,O, abzuspalten ver- 
modgen. Infolgedessen lait sich die Frage der direkten Assi- 
milierung der P,O, des Phytins nicht mit vdolliger Sicherheit 
beantworten, da ja die Pilze jeden Moment sowohl die orga- 
nische als die anorganische P,O, zur Verfiigung haben. Es 
erscheint mir aber nicht ganz unwahrscheinlich, dab die 
Schimmelpilze zuerst die anorganische P,O, vom Phytin ab- 
spalten und dann die P,O; assimilieren. 


2. Phytin als P,O,-Quelle fiir Aspergillus und Penicil- 
lium crustaceum bei verschiedenen C-Verbindungen. 


Zu vergleichenden Untersuchungen dienten die folgenden 
Kohlenstoffverbindungen: 


1. Saccharose 

2. Glycerin 

3. Pepton 

4. Saccharose -+ Pepton. 








a 
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Die Zusammensetzung der Niahrlésungen war die fol- 
gende: 
iF Il. lil. 


1000,0 g H,O 1000,0 g H,O 1000,0 g H,O 
30,0 » Saccharose 30,0 » Glycerin 10,0 » Pepton 
6,0 » KNO, 6,0 » KNO, 0,5 » MgSO, 
0,5 » MgSO, 0,5 » MgSO, 0,5 » KH,PO, 
0,5 » KH,PO, 0,5 » KH,PO, Spur » FeSO, 

Spur » FeSO, Spur » FeSO, 
IV. 
1000,0 g H,O 


20,0 » Saccharose 
10,0 » Pepton 
0,5 > MgsO, 
0,5 » KH,PO, 
Spur » FeSO, 


Die Quantitét des Phytins wurde nach der PO, berechnet. 

Bekanntlich kénnen Schimmelpilze mit den verschieden- 
sten organischen Substanzen ernéhrt werden. Mir war es da- 
rum zu tun, einige der wichtigsten, teils allein, teils in Ge- 
mischen, in ihrer Beziehung zur Assimilation des Phytins zu 
studieren. 

Die Impfung der reinen Kulturen von Aspergillus niger 
und Penicillium crustaceum wurde am 29.1V. ausgefiihrt. 

Die Beobachtungen ergaben Resultate, die besonders 
deutlich im Gewicht der Trockensubstanz hervortreten. — Es 
ergab sich, da alle Kulturen mit einer Kohlenstoffquelle allein 
eine ausgezeichnete Entwicklung auf dem Phytin gezeigt haben, 
daf aber die Kulturen mit einem Gemenge zweier Kohlen- 
stoffquellen (wie Pepton -+- Saccharose) die beste Entwicklung 
mit KH,PO, aufweisen. 

Die Kulturen wurden in den folgenden Fristen gesammelt: 
mit der Nahrlésung IV: 14. V., I: 21. V., If: 24. V. und III: 
6. VI. Dabei war bis 14. V. t® des Thermostaten: 23° C. und 
weiterhin: 26,5° C. 

In den folgenden Tabellenreihen ist die Trockensubstanz 
in Grammen angegeben. 
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Tabelle J. 


Die Schimmelpilze auf Pepton -++ Saccharose (IV). 
(Versuchsdauer: 15 Tage). 














P,O,- _ Parallelkulturen Mittel 

cae EME RE Eee 
Aspergillus niger . . . | KH,PO, {0,497' 0, 501) 0 493, 0 4710, 5144 0,495 
> > . . «| Phytin  [0,1970, 212 0 20: 3 0,216) 0, 301] 0,226 
Penicillium crustaceum . {| KH,PO, 0, 456) 0, 508 0, 493, 0 500} — |0,488 
> > . | Phytin 40,282) 0,283 0, 229 — | — |0,265 


In allen Filtraten wurde eine sehr betrichtliche Menge 
der anorganischen P.O, nachgewiesen. 

Die Bestimmung der Trockensubstanz zeigt also, dai die 
beiden Schimmelpilzarten besser mit KH,PO, gedeihen und daf 
der Unterschied zwischen den Kulturen mit KH,PO, einerseits 
und mit Phytin anderseits so grof ist, daf man von einer 
relativ schlechten Entwicklung der Schimmelpilze auf dem 
Phytin sprechen kann. 


Tabelle II. 


Die Kulturen auf Saccharose (l). 
(Versuchsdauer: 22 Tage.) 




















P,O;- | _Parallelkulturen | yyittey 

Quellen s|ailajais 
Aspergillus niger . . .| KH,PO, |0,394/0,365/0 369 0, 352/0,388] 0,874 
) oe Phytin {0 06 0 600 0,604 0, 633, — | 0,611 
Penicillium crustaceum .]| KH,PO, [0,372)/0 3220, 322'0, 359 0,356] 0,346 
: : Phytin ]0,475,0,476 0,487 |0,499 0,500] 0,487 


In allen Kulturen wurde eine bedeutende Menge der an- 
organischen P,O, konstatiert. 

Es ist unschwer zu bemerken, dais wir bei dieser Ver- 
suchsreihe ein der vorigen ganz entgegengesetztes Resultat 
erhalten haben. 

Die besten Kulturen sind diejenigen mit dem Phytin, 
nicht jene mit KH,PO,. Dies gilt sowohl fiir Aspergillus wie 
fiir Penicillium, fiir Aspergillus aber in viel héherem Grade. 








; 
ee 4 
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Diese zwei vorhergehenden Versuchsreihen zeigen sonach, 
wie wichtig es ist, die Untersuchung bei verschiedenen Be- 
dingungen insbesondere unter Variierung der Nahrstoffe durch- 
zufiihren, um eine einseitige Deutung zu vermeiden. 


Tabelle III. 


Die Kulturen auf Glycerin (Il). 


(Versuchsdauer: 25 Tage.) 
ay 




















P.O, | wr Parallelkulturen_ _| Mitel 

Quellen | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 
Aspergillus niger KH,PO, |0,192'0,375.0,170 0,200 0,385] 0,264 
: ; Phytin 0,507 0,494 0.497 0,506 0,543 0,509 
Penicillium crustaceum KH,PO, {0,349 0,504 0,384 0,388|0,395] 0,404 
; ; | Phytin 40,614 0,632 0,616 0,602(0,586 0,600 


Dieser Versuch ergab vollig gleiche Resultate wie der 
vorhergehende. Auch hier wurde tiberall die anorganische P,O, 
nachgewiesen und die beiden Schimmelpilzarten haben aus- 
gezeichnete Entwicklung auf Phytin gezeigt. 

Als eine Eigentiimlichkeit dieses Versuches wollen wir 
bemerken, dafi das Filtrat von den Kulturen mit Phytin etwas 
braun gefirbt war. Diese Farbe war in den parallelen Kélbchen 
ungleichmabig. 

Tabelle IV. 


Die Kulturen auf Pepton (Ill). 
(Versuchsdauer: 38 Tage). 








PO, |  Parallelkulturen | Mittel 

Quellen $1 2181 4)4 
Aspergillus niger .| KH,PO, 0,119 0,111 0,094 0,086 0,099] 0,102 
. > . . «| Phytin 0.1180,101 0,135 0,105 0,135 0,119 
Penicillium crustaceum KH,PO, [0,093'0,087 0,07310,097 — | 0,087 
> , _ | Phytin |0,097/0,128/0,136 0,125|0,153] 0,128 











Aus der Betrachtung der Tabelle kann leicht entnommen 
werden, da die Entwicklung der beiden Schimmelpilzarten hier 
betrachtlich schwicher war als in den vorangehenden Versuchen. 

Die analytische Bestimmung hat sehr deutlich die An- 
wesenheit der anorganischen P,O, ergeben. Der Unterschied 
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zwischen den Kulturen auf KH,PO, und jenen auf Phytin ist 
nicht so scharf wie friiher, aber doch zeigt sich sehr deutlich 
die Tendenz beider Schimmelpilzarten zu besserer Entwicklung 
auf dem Phytin. 


Auf Grund meiner Versuche ergibt sich daher, da die 
beiden Schimmelpilzarten bei der Kultur auf einer Nahrlésung 
mit einer Kohlenstoffquelle die besten Resultate auf dem Phytin 
ergeben. — Hingegen haben die Kulturen auf einer Nahrlésung 
mit der Kombination zweier verschiedener Kohlenstoff- 
quellen (wie Pepton -+- Saccharose) die besten Resultate auf 
KH,PO, gegeben. 

Um die Resultate noch zuverlassiger zu machen, habe 
ich eine Wiederholung der Versuche mit den N&hrlosungen I 
und IV unter ganz gleichen Bedingungen ausgefihrt. 

Der Beginn der Versuche fand am 29. V. statt und schon 
am 31.V. ergab sich wieder dasselbe Resultat. Die t°® des 
Versuches war 27° C, 20. VI. wurden die Kulturen abfiltriert 
und die Trockensubstanz bestimmt, die in den beiden folgenden 
Tabellen angeftihrt erscheint. 


Tabelle V. 


Die Kulturen auf Saccharose (l). 





























P,O,- Parallelkulturen Mittel 

Quellen 1;2/3 {415 
Aspergillus niger . . . | KH,PO, [0,248/0,172/0,120)0,143 0,149) 0,166 
> > or Phytin 0,526 ,0,514/0,516/0,525/0,527| 0,522 
Penicillium crustaceum . | KH,PO, [0,170)0,215)|0,260\0,222/0,248] 0,223 
> . Phytin |0,374/0,360'0,340)0,361 oe 0,357 




















Tabelle VI. 
Die Kulturen auf Pepton + Saccharose (IV). 


P,0,- Parallelkulturen 


Quellen | 4 }2/3f]4|5 waite 





























Aspergillus niger . . . | KH,PO, [0,520'0,506(0,509'0,487/0,488] 0,802 
>  . . . | Phytin o2tzlo,212 0,178/0,210)0,209] 0,204 

Penicillium crustaceum .| KH,PO, {0,343)/0,324/0,333/0,313/0,324] 0,327 
> ; | Phytin 0,35610,28710,270 











0,27010,291] 0,295 
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Die analytische Bestimmung hat in allen Kulturen die 
anorganische P,O, nachgewiesen. 

Das Ergebnis beziiglich der Trockensubstanz war also das- 
selbe, wie bei dem entsprechenden vorhergehenden Versuche. 


3. Die verschiedenen Phytine als P,O,;-Quellen 
fiir Aspergillus niger. 


Ich habe bereits nachgewiesen,!) da’ sich die ver- 
schiedenen Phytine in ihrem Verhalten zum molybdinsauren 
Ammonium in betrachtlichem Grade unterscheiden. 

Es interessierte mich nun, zu untersuchen, ob der Unter- 
schied in den chemischen Eigenschaften der Phytine sich auch 
in der Nahrfahigkeit geltend mache. 

Fiir unsere Versuche haben wir die folgenden Phytin- 
priparate gewahlt. 

1. Kéufliches Phytin, 
2. Phytin aus Hanfsamen, 


a » » Maiskleie, 
4. Sogenanntes gereinigtes Phytin, 
D. > unlosliches =» 


Alle diese Priparate wurden mit dquivalenten Mengen 
der P,O; verwendet, im tibrigen war der Versuch nach der- 
selben Methode wie friiher angestellt. Als Nihrlésung diente 
die L6sung I (mit Saccharose). Die Impfung wurde am 29. IV. 
ausgefiihrt. 

Am 3. V. war bereits zu bemerken, dafi die Entwicklung 
mit Hanfphytin etwas weniger gut war als mit den iibrigen 
Phytinen. 

Am 6. V. zeigte sich auf dem Maisphytin sowie auf dem 
gereinigten und dem unléslichen Phytin die beste Entwicklung ; 
die Hanfphytinkultur zeigte eine etwas mindere Entwicklung 
als die vorhergehenden, aber ganz ahnlich der auf dem kiuf- 
lichen Phytin. Doch schon am 9. V. war zu sehen, daB die 
Kultur mit dem kauflichen Phytin die beste war: die ganze 
Fliissigkeitsoberflache war mit einer reichlich fruktifizierenden 





') Biochem. Zeitschr., 1912. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXII. 16 
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Pilzhaut bedeckt. Alle tibrigen Kulturen waren nur zu zwei 
Dritteilen bedeckt. Die Fruktifikation war reichlich. 
Am 21. V. wurden die Kulturen abfiltriert. Die Bestimmung 
ergab uberall eine bedeutende Menge der anorganischen P,0,. 
Die Trockensubstanz ist in der folgenden Tabelle in 
Grammen angefihrt: 


Tabelle VII. 
———————=E=—=>E==—E===—————————————{={=E———————— 




















Parallelkulturen Mittel 

tisgiseiseis 
RHLPO,. . . . . + «© «© + © © §OOOKIO BES 0,36910,352 0,388] 0,374 
Kaufliches Phytin . . . . . . . 40,606/0,6000,6040,633; — | 0,611 
Phytin aus Hanfsamen .. . . . [0,428/0,479 0,44310,456 — |0,451 
> » Maiskleie. . . . . . 40,427(0,408/0,427/0,439| — [0,425 
Sogenanntes gereinigtes Phytin . . [0,468/0,441 oe 0,397] 0,459 
unlésliches >» . . 40,421/0,472'0,458'0,422/0,421] 0,439 











Es ergab sich also: 


1. Bei unseren Bedingungen hat Aspergillus niger auf 
allen Phytinen eine ausgezeichnete Entwicklung gezeigt. Die 
Kulturen mit den Phytinen waren besser als die mit KH,PQ,. 


2. Die besten Resultate gab das kéaufliche Phytin (viel- 
leicht findet bei diesem Préparate die Abspaltung der P,O, 
am leichtesten statt). 

3. Die tibrigen Praparate riefen keine nennenswerten 
Unterschiede hervor. 

Bevor ich zur allgemeinen Zusammenfassung der Ergeb- 
nisse meiner Arbeit schreite, mégen hier noch einige Bemer- 
kungen Platz finden, die sich insbesondere auf die P,O,- 
Bestimmungen und auf den Phosphorgehalt von Aspergillus 
beziehen. 

Ich habe schon an anderer Stelle!) gezeigt, da die Mo- 
lybdinsiiure-Methode immer zu falschen Resultaten fiihrt, wenn 
sich in der Fliissigkeit anorganische und organische P,O, zu- 
sammen vorfinden. Die einzige Methode, die verhaltnismaBig 


he. 
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genauere Resultate gibt, ist jene von Schulze und Castoro, 
wihrend die meisten Arbeiten tiber die Formen der P,O, haupt- 
sichlich mit der Molybdainmethode durchgefiihrt sind. — In- 
folgedessen hatten wir bisher keine Grundlage zu einer exakten 
Lésung der einschlagigen Fragen, wie zum Beispiel der Zer- 
spaltung des Phytins, seiner Assimilierung durch die Schimmel- 
pilze, Phanerogamen usw. 

Speziell bei der Arbeit tiber die Schimmelpilze muB noch 
ein Umstand im Auge behalten werden, daf nimlich die Zu- 
sammensetzung des Schimmelpilzmycels in Beziehung auf die 
Formen der P,O, bis jetzt noch nicht aufgehellt ist. Es ist még- 
lich, daB die Schimmelpilze selbst anorganische P,O, enthalten. 

Nur als einen diesbeziiglichen Beleg kann ich hier vor- 
laufig die analytischen Bestimmungen anfiihren, die ich mit 
Aspergillus niger erhalten habe. 

22,5 g der Lufttrockensubstanz von Aspergillus 5 Stunden 
lang mit Athylalkohol auf dem Wasserbade gekocht, abfiltriert 
und im Filtrate die Trockensubstanz und P,O; bestimmt. Es 
wurde 3,0 g oder 13,3°/o der Trockensubstanz und 0,07903°/o 
P,O, erhalten. 

Der Lufttrockenriickstand wurde mit 0,2°/o HCl digeriert 
und durch 4 Stunden abfiltriert. In einem Teile des Extraktes 
wurde die totale, im anderen die anorganische P,O, bestimmt 
und es betrug die allgemeinldsliche P,O; 0,6569°/o und die 
anorganische 0,2349°/o. Es betrug also die ldsliche organische 
P.O; (entsprechend der Differenz) 0,4220°/o. 

Die gesamte Menge der P,O; im Schimmelpilze war 
1,7929°/o, daher wird die sogenannte unlésliche P,O,; 1,057°/o 
betragen. 

Wenn die weiteren Versuche, die wir fernerhin ausfiihren 
wollen, zu ahnlichen Ergebnissen kommen sollten, so ist bei 
unseren Versuchen mit den Schimmelpilzen Vorsicht geboten, 
besonders dann, wenn wir die Abspaltung der P,O, aus or- 
ganischen Verbindungen studieren wollen. Und auch in dem 
Falle soll — wie unsere Versuche sehr deutlich zeigen — 
diese Vorsicht Platz greifen, wenn wir das Filtrat von den 
Pilzkulturen als die Quelle der Enzyme beniitzen wollen. 

16* 
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Zusammenfassung. 


1. Der Verfasser suchte zuniichst experimentell die Frage 
zu beantworten, ob durch Sterilisation und weiteres Verweilen 
einer Phytinldsung im Thermostaten anorganische Phosphor- 
sdure abgespalten wird oder nicht, und welche Rolle die beiden 
Schimmelpilze Aspergillus und Penicillium hierbei spielen. Es 
zeigte sich, daf eine sterile Phytinlésung keine P,O, abspaltet, 
dafi hingegen die beiden genannten Schimmelpilze diese Ab- 
spaltung in hohem Grade hervorzurufen vermégen. Ob die 
Schimmelpilze die Phosphorséure des Phytins direkt oder in- 
direkt assimilieren, bleibt zweifelhaft. Das letztere erscheint 
wahrscheinlicher. 

2. Das Phytin ist eine sehr gute Phosphorquelle” fiir 
Aspergillus niger und Penicillium crustaceum. 

3. Die beste Entwickelung der Schimmelpilze trat bei 
Darreichung von Pepton -++ Saccharose, von Saccharose oder 
Glycerin ein. Hingegen gab Pepton allein relativ schlechte 
Resultate. 

4. Versuche mit verschiedenen Phytinpraparaten ergaben 
keine deutlichen Unterschiede, nur Hanfphytin gab etwas minder 


gute Ernten. 
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Uber Unterschiede in der Zusammensetzung arteriellen 
und vendsen Blutes. 
Von 
Privatdozent Dr. Hugo Wiener. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der deutschen Universitit in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Oktober 1912.) 





Die Entdeckung der inneren Sekretion der Organe, die 
zuerst von Brown-Sequard an den Geschlechtsdriisen ge- 
macht wurde, hat eine erfolgreiche Forschungsrichtung in der 
Medizin inauguriert und unsere Kenntnisse in der Physiologie 
und Pathologie in ungeahnter Weise erweitert und vertieft. 

Die Erfassung des Begriffes der inneren Sekretion, d. i. 
der Fernwirkung eines Organes auf andere ohne Vermittlung 
des Nervensystems, hat erst einen Einblick in die Funktion 
einer Reihe von Organen ermdglicht, die bis dahin als Organe 
mit unbekannter Funktion zusammengefafit worden waren und 
an denen man jetzt eine solche Fernwirkung erkannte, sodaf 
dieselben eben wegen dieser Funktion und wegen ihres epi- 
thelialen, driisigen Baues als Driisen mit innerer Sekretion 
bezeichnet wurden. Die Funktion dieser Organe fesselt aber 
im weiteren Verlaufe das Interesse der Forscher in so hohem 
Mafe an sich, daf von da ab fast alle Arbeiten, die sich mit 
der inneren Sekretion beschaftigten, sich eigentlich nur mit 
den Driisen mit innerer Sekretion befaBten und es fast in Ver- 
gessenheit geriet, dafi auch die tibrigen Organe, die eine, durch 
ihren anatomischen Bau leicht erkennbare, lingst bekannte 
Funktion besitzen, noch in Wechselwirkung mit anderen Or- 
ganen stehen miissen. Erst in den letzten Jahren hat man 
sich wieder mehr diesem Gebiete zugewendet und Resultate 
erhalten, auf Grund derer man gewisse Tatsachen der Physio- 
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logie und gewisse Symptomenkomplexe bei Krankheiten zu er- 
kliiren und in gewissem Sinne auch therapeutische Mafinahmen 
abzuleiten versuchte. 

Ich méchte in dieser Richtung nur den Symptomen- 
komplex der Urimie erwihnen, welcher von manchen Forschern, 
auf Grund der Verschiedenheit der Erscheinungen nach Nieren- 
exstirpation und nach Ureterenunterbindung, nicht, oder we- 
nigstens nicht allein auf die Retention und Anhiufung giftiger 
Produkte im Blute, sondern auch auf das Fehlen eines in- 
neren Sekretes der Nieren zuriickgefiihrt wurde. Eine An- 
schauung, die auch eine Reihe, freilich nicht unbestritten ge- 
bliebener, therapeutischer Versuche gezeitigt hat. So berichten 
Capitan,') Kaufmann,?) Formanek und Eiselt%) tber 
giinstige Beeinflussung der chronischen Nephritiden durch In- 
jektion von Nierenextrakt, Terrien,*) durch Injektionen des 
Blutes aus der Nierenvene der Ziege. 

Liefert ein Organ ein inneres Sekret, so muf es dasselbe 
durch seine Venen an den allgemeinen Korperkreislauf ab- 
geben und es muf daher in dem venésen Blute dieses Organes 
auf physiologischem oder chemischem Wege nachweisbar sein. 
Es schien mir deshalb aussichtsvoll, von diesem Gesichtspunkte 
aus das vendse Blut zu untersuchen und es mit dem arteriellen 
zu vergleichen. 

Solche Untersuchungen, tiber die verschiedene Zusammen- 
setzung arteriellen und vendsen Blutes, freilich von ganz 
anderen Gesichtspunkten aus und in anderer Absicht unter- 
nommen, liegen bereits zahlreich vor. Die Resultate derselben 
sind aber ganz widerspruchsvoll. 

Wenn man von den dlteren Arbeiten, die mit ganz un- 
brauchharen Methoden ausgefiihrt wurden, absieht, so be- 
schrinkten sich die meisten Autoren auf die Bestimmung des 
spezifischen Gewichtes, des Wassergehaltes, des Eiweifgehaltes, 
des Hamoglobingehaltes, oder der Zahl der roten Blutkérperchen. 





‘) Comptes rendus de soc. de biol., Bd. 56, S. 26, 1905. 
*) Fortschritte der Medizin, Bd. 23, Nr. 22, 5S. 633, 1905. 
*) Archiv. internat. de Pharmakodyn., Bd. 17, S. 231, 1907. 
*) Bull. de l’Acad. de méd. de Paris, Bd. 60, S. 188, 1909. 
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Lehmann untersuchte in seiner ersten Arbeit!) das 
Pfortader- und Lebervenenblut, in einer spiiteren®) das Blut 
verschiedener Venen und Arterien und fand, da’ das Serum 
des venésen Blutes weniger Wasser, aber auch weniger Ki- 
weif enthielt, als das der Pfortader, resp. des arteriellen Blutes. 
Fliigge®*) hingegen erhielt beim Vergleiche des Pfortader- und 
Lebervenenblutes keine konstante Differenz in bezug auf Wasser- 
gehalt und Aschenbestandteile. Lesser‘) und Hiifner,5) die 
das Blut der arteria und vena cruralis miteinander verglichen, 
fanden wieder in beiden gleichen Himoglobingehalt, wohin- 
gegen Otto*®) im Blute der arteria cruralis weniger Hiimo- 
globin und weniger Blutkérperchen nachwies, als in den Venen 
und Nasse’) umgekehrt ein hdheres spezifisches Gewicht des 
vendsen Blutes konstatierte. 

Diese einander widersprechenden Angaben fanden zum 
Teil durch die Untersuchungen von Cohnstein und Zuntz) 
ihre Erklarung, welche zeigten, daB eine, wenn auch voriiber- 
gehende vendse Stauung, wie sie ja bei der Blutentnahme 
mittels Kaniile aus der Vene unvermeidbar ist, die Zusammen- 
setzung des vendsen Blutes wesentlich beeinfluBt. Nachdem 
auBerdem schon friiher Bidder®) nachgewiesen hatte, daf der 
durch die Blutentnahme gesetzte Blutverlust als solcher die 
quantitative Zusammensetzung des Blutes wesentlich dndert, 
indem er zeigte, dai bei wiederholten Blutentnahmen von der 
ersten bis zur letzten Probe eine Zunahme der festen Bestand- 
teile des Blutes nachweisbar ist, so suchte Kriiger’®) diese 
beiden erwaéhnten Fehlerquellen dadurch zu vermeiden, daf 





‘) Berichte iiber d. Verhandlungen d.k. sachs. Gesellsch. d. Wissensch., 
mathem.-physik. Klasse, 30. Nov. 1850. 

*) Ebenda, 17. Nov. 1855. 

3) Zeitschr. f. Biologie, Bd. 13, S. 161, 1877. 

*) Archiv f. Physiologie, S. 41, 1878. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. 3, S. 1, 1879. 

*) Pfliigers Archiv f. d. ges, Physiol., Bd. 36, S, 36, 1885. 

7) Ebenda, Bd. 20, S. 534, 1879. 

8) Ebenda, Bd. 42, S. 303, 1888. 

*) Inaug.-Dissert., Dorpat 1863. 

1°) Zeitschr. f. Biologie, Bd. 26, S. 452, 1890. 
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er erstens die Venen vor der Blutentnahme nicht unterband, 
oder abklemmte, sondern in die blobgelegten Venen eine Ka- 
nile einstach und zweitens zu den Versuchen grofe Tiere 
verwendete, bei denen die Entnahme der zur Untersuchung 
notwendigen Blutmenge keinen wesentlichen Blutverlust be- 
deutete. Er bestimmte wieder den Himoglobingehalt und 
Trockenriickstand und fand zwischen Carotis- und Jugularis- 
blut keine Differenz, zwischen Pfortader- und Lebervenenblut 
kein konstantes Verhaltnis zugunsten des einen oder anderen 
GefiBes, im Milzvenenblut einen héheren, im Nierenvenenblut 
einen geringeren Haimoglobingehalt und Trockenriickstand, als 
im arteriellen Blut. 

Spater beschaftigte sich auch Hamburger’) mit gleichen 
Untersuchungen und machte noch auf eine weitere Fehler- 
quelle aufmerksam, némlich auf den verschiedenen Gehalt der 
verschiedenen Blutarten an roten Blutkérperchen, die einen 
verschiedenen Volumanteil des Gesamtblutes einnehmen, wo- 
durch die Werte bei der Bestimmung im Gesamtblute auch 
bei gleicher quantitativer Zusammensetzung der Blutkérperchen 
und des Plasmas verdndert werden. Er schlagt daher vor, um 
einen richtigeren, von Zufalligkeiten unabhéngigen, Einblick in 
die Zusammensetzung des arteriellen und vendsen Blutes, resp. 
in den Unterschied in der Zusammensetzung dieser beiden 
Blutarten zu gewinnen, nur das Plasma oder das Serum und 
nicht das Gesamtblut zu untersuchen. Auferdem wies er da- 
raufhin, dafi auch die Art des Defibrinierens einen KinfluB 
auf die Zusammensetzung des Serums hat, weshalb auch in 
dieser Richtung, um vergleichbare Resultate zu erhalten, auf eine 
Konstanz in der Versuchsanordnung geachtet werden miisse. 

Seine unter allen diesen Kautelen vorgenommenen Unter- 
suchungen ergaben, da8B im Serum des Carotisblutes weniger 
feste Bestandteile enthalten sind, als im Serum des Jugularis- 
blutes, und zwar sind in letzterem Phosphate und Carbonate 
vermehrt, Chloride vermindert. 

Bei meinen Untersuchungen, die in der oben erwdhnten 
Absicht ausgefiihrt wurden, kam es mir weder auf Unter- 





‘) Archiv f. Physiologie, physiol. Abteil., 1893. Supplement, S. 157. 
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schiede im Wassergehalt, noch im Eiweifgehalt, noch im Ge- 
halt an festen Bestandteilen an, sondern es handelte sich mir 
darum, festzustellen, welche Veranderungen im relativen Ver- 
haltnis der einzelnen Eiweiik6rper des Blutes zu einander beim 
Durchstr6men eines Organes eintreten und ob man daraus 
Anhaltspunkte fiir die Beimengung eines inneren Sekretes zum 
Venenblut gewinnen kann. 

Der Plan meiner Untersuchungen war daher, die Globulin- 
fraktion im arteriellen und vendsen Blute, resp. ihr Verhiiltnis 
zur Albuminfraktion festzustellen. Selbstverstindlich mufte ich 
dabei eine Reihe von friiheren Autoren empfohlener Kautelen 
beachten, wahrend ich eine Reihe anderer vernachlissigen 
konnte und zwar solche, die auf die Konzentration des Blutes, 
also seinen Wassergehalt, Gesamteiweibgehalt, Trockenriick- 
stand und Gehalt an Aschenbestandteilen von Einflu8 sind, das 
Verhaltnis von Albumin zu Globulin aber kaum alterieren 
kOnnen. 

Die Versuche wurden ausschlieBlich an Hunden ausgefiihrt. 
Um geniigende Mengen Blut zu erhalten und anderseits durch 
den infolge der Blutentnahme gesetzten Blutverlust als solchen 
die Zusammensetzung des Blutes bei den weiteren Entnahmen 
nicht zu verdndern, wurden stets grofe Hunde, 13—50 kg 
schwer, gewahlt. Um den stérenden Einfluf des verschiedenen 
Volumens der roten Blutkérperchen auf die Zusammensetzung 
des Blutes zu beseitigen, wurde stets nur das Serum unter- 
sucht, und um schlieflich die Fehler zu vermeiden, die aus 
der verschiedenen Art des Defibrinierens entstehen, wurde in 
allen Versuchen in der gleichen Weise defibriniert. Es wurden 
stets ca. 100 ccm Blut in einem 200 cem fassenden, mit Glas- 
perlen beschickten Meficylinder einflieBen gelassen und das 
Blut durch Schiitteln defibriniert. Dabei wurde ja auch das 
vendse Blut mit einer genitigenden Menge Sauerstoff der Luft 
in Beriihrung gebracht, so daB sein Hamoglobin in Oxyhimo- 
globin ibergehen konnte und auch dadurch gewisse Differenzen 
beim Defibrinieren arteriellen und vendsen Blutes vermieden 
wurden. Freilich blieben manche Unterschiede bestehen, was 
man daraus erschlieBen konnte, daB das Serum des vendsen 
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Blutes stets mehr Blutfarbstoff gelést enthalt, als das Serum 
des arteriellen Blutes, in welchem freilich bei dieser Art der 
Defibrinierung auch immer, wenn auch in viel geringerer Menge 
Blutfarbstoff gelést war. Nach der Defibrinierung wurden die 
Blutkérperchen durch zweimaliges scharfes Zentrifugieren vom 
Serum getrennt. 

Hingegen erschien es mir aus den oben angefiihrten 
Griinden nicht notwendig, die kurzdauernde Stauung in den 
Gefafien, wie sie durch Abklemmung derselben und Einbindung 
einer Kaniile bedingt wird, zu vermeiden, zumal die gleichen 
Versuchsbedingungen stets eingehalten wurden. 

Untersucht wurde das Serum einer oberflaichlichen K6rper- 
vene, der Vena cruralis, dann einer Vene eines inneren Organes, 
der Nierenvene, und als Vergleichsobjekt das Blut der Carotis 
genommen. Das Blut der Vena cruralis und der Carotis wurde 
direkt aus den betreffenden Gefaifen nach Einbindung einer 
Kaniile entnommen, das der Nierenvene hingegen aus der Cava 
inferior, um gleichzeitig das Blut beider Nierenvenen auffangen 
zu koOnnen. 

Die Ausfiihrung des Versuches gestaltete sich stets fol- 
gendermaben : 

Der betreffende Hund, der die letzten 24 Stunden ge- 
fastel hatte, wurde in leichter Morphiumnarkose (0,005 g p. kg) 
gefesselt und zunichst die Vena cruralis freiprapariert, rasch 
unterbunden und eine Kaniile in das periphere Stiick einge- 
fiihrt. Die Fesselung des betreffenden Beines wurde dann so- 
fort aufgelassen und das Blut aus der Vene in einen bereit- 
stehenden, ca. 200 cem haltenden, mit Glasperlen beschickten 
Mef&cylinder aufgefangen bis ca. zur Marke 100. Hierauf wurde 
durch Schiitteln defibriniert. 

Dann wurde die Carotis aufgesucht und in der gleichen 
Weise verfahren. SchlieSlich wurde der Unterleib rasch er- 
Offnet, die Vena cava inferior aufgesucht, knapp unterhalb der 
Einmiindungsstellen der Venae renales und ebenso knapp tber 
der Einmiindungsstelle derselben unterbunden. Oberhalb der 
unteren Ligatur wurde die Vene erOffnet und eine Kaniile eingefiihrt. 
Man erhielt auf diese Weise freilich nicht nur Nierenvenen- 
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blut, sondern es mufte demselben auch z. B. Nebennieren- 
venenblut beigemischt sein; allein die Beimengung verschwin- 
dender Mengen andersartigen Venenblutes konnte kaum die 
Analysenresultate des Nierenvenenblutes beeinflussen, zumal 
die Entnahme der zur Untersuchung nétigen Blutmenge relativ 
rasch beendet war. Jedenfalls war diese Art der Blutentnahme 
der gesonderiten Entnahme aus beiden Nierenvenen direkt 
vorzuziehen, da sie viel rascher ausfiihrbar ist. Das gewonnene 
Blut wurde dann in der gleichen Weise behandelt, wie das 
Blut aus der Carotis und Vena cruralis. 

Erwahnen mochte ich noch, daB in allen Versuchen die 
Reihenfolge der Blutentnahme, 1. Vena femor, 2. Carotis, 
3. Nierenvene, die gleiche blieb. Diese Einhaltung kann aber 
nicht eine Fehlerquelle bedingt haben, insofern ja bei der 
3. Entnahme schon ein gr6ferer Blutverlust durch die friiheren 
Entnahmen vorausgegangen sein mufte, denn erstens wurden 
ja relativ grofe Tiere fir die Versuche verwendet, so dab 
von vornherein der Blutverlust nicht in Betracht kam, und 
ferner zeigten spatere Versuche mit speziellen Eingriffen auf 
die Niere, trotz der Einhaltung der gleichen Reihenfolge bei 
der Blutentnahme, von den friiher erhaltenen Normalwerten 
abweichende Zahlen. 

Nach dem Defibrinieren wurden die Blutproben, wie oben 
erwahnt, zentrifugiert und zu den einzelnen Bestimmungen 
je 5cem Serum verwendet. 

Bestimmt wurde 1. die Menge des Globulins. Dies ge- 
schah durch Halbsittigung des Serums mit Ammonsulfat in 
der von mir beschriebenen Modifikation.!) Je 5 ccm Serum 
wurden versetzt mit 120 ccm halbgesattigter und 5 ccm ge- 
sittigter Ammonsulfatldsung, so dab die gesamte Fiissigkeit 
Halbsattigung mit Ammonsulfat aufwies. Nach mehrstiindigem 
Abstehen wurde der entstandene Niederschlag quantitativ auf 
einem gewogenen Filter gesammelt und so lange mit halb- 
gesittigter Ammonsulfatldsung gewaschen, bis das Filtrat eiweib- 
frei war. Dann wurde das Filter mit dem Niederschlag ge- 
trocknet, mit heifiem Wasser sulfatfrei gewaschen, abermals 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 74, H. 1, S. 29, 1911. 
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und zwar bis zur Gewichtskonstanz bei 105°C. getrocknet 
und gewogen. 

2. wurde die Menge des Albumins bestimmt. Dies geschah, 
indem man zunichst den Gesamteiweifgehalt des Serums be- 
stimmte. Je 5 ccm Serum wurden mit halbgesiéttigter Ammon- 
sulfatldsung beilaufig auf das 10fache verdiinnt, mit einer 
Lésung von zweifachsaurem Natriumphosphat bis zu deutlich 
saurer Reaktion versetzt, aufgekocht, der Niederschlag auf 
einem gewogenen Filter quantitativ gesammelt, mit heiBem 
Wasser sulfatfrei gewaschen, bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet und gewogen. Der Niederschlag bestand aus den 
Serumeiweifk6rpern + dem im Serum geliést gewesenen Himo- 
globin. Es mufte daher zunichst auch die Haimoglobinmenge 
im Serum bestimmt werden. Dies geschah auf spektrophoto- 
metrischem Wege. Die gefundene Haimoglobinmenge wurde 
dann von der durch Wigung gefundenen Gesamteiweifimenge 
subtrahiert und so die Gesamtmenge der Serumeiweibkérper 
gefunden, und aus diesem Werte erhielt man dureh Subtraktion 
der Globulinmenge die im Serum enthaltene Albuminmenge. 

Folgende Versuche wurden an normalen Hunden aus- 


gefihrt : 
Versuch |. Hund 50 kg schwer. 
1. Carotisblut. In je 5 ccm Serum sind enthalten: 


Gesamteiweifi a) 0,3648 
b) 0,3630 
Mittel — 0,3639. 


Hamoglobinbestimmung:') Serum verdinnt 1: 3. 


@m = 50,72 g, = 61,0 
e = 0,39704 €, = 0,62886 
c = 0,822 °/o0 C, = 0,825 °/o0 
Mittel = 0,824 °/oo 
daher Hamoglobininhalt im unverdiinnten Serum = 0,247 °%o 
Hamoglobin in 5 ccm Serum == 0,0123 g 


Menge der Serumeiweifkérper in 5 ccm Serum = 0,3516 ». 


') Dieselbe wurde in den von Hiifner angegebenen Spektralgegenden 
(569—557 uu und 546—535 uu) vorgenommen. Vgl. Neuberg, Harn I, 
S. 943. Die angegebenen Werte sind Durchschnittszahlen aus 6—10 Be- 


stimmungen. 
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Globulin a) 0,1160 
b) 0,1176 
Mittel = 0,1168. 
2. Femoralvenenblut. In je 5 ccm Serum sind enthalten: 
Gesamteiweif a) 0,3320 
b) 0,3300 
Mittel = 0,3310. 


Hamoglobinbestimmung: Serum verdinnt 1: 3 


@ = 5d,8 Q, = 65,85 
e= 0,5004 €, = 0,77629 
c = 1,036°%o0 c, = 1,018°/o0 


Mittel = 1,027°/oo 


daher Haimoglobingehalt im unverdiinnten Serum = 0,308 °/o 


| 
i 
= 
rent 
om 
> 
a3 


Hamoglobin in 5 ccm Serum 
Menge der Serumeiweifkérper in 5 ccm Serum = 0,3156 ». 
Globulin a) 0,1316 
b) 0,1298 
Mittel = 0,1307. 
3. Nierenvenenblut. In je 5ccm Serum sind enthalten: 
Gesamteiweif§ a) 0,3210 
b) 0,3196 
Mittel = 0,3203. 
Hamoglobinbestimmung: Serum verdiinnnt 1 : 6 


@ = 65,0 y, = 74,9 
e = 0,74810 €, = 1,16836 
c = 1,549 °/o0 C, = 1,533°%/o0 
Mittel = 1,541 0. 
Hamoglobingehalt im unverdiinnten Serum = 0,925 °%o 
Hamoglobin in 5 ccm Serum == 0,0462 g 


Menge der Serumeiweifkérper in 5 ccm Serum == 0,2741 » 
Globulin a) 0,092 
b) 0,0934 
Mittel = 0,0943. 
Es enthalten daher 5 ccm Serum des Carotisblutes : 
GesamteiweifS’ = 0,3516 g = 7,03°/o 
Albumin = 0,2348 » = 4,70°/o 
Globulin = 0,1168 » = 2.34%. 
Das Verhaltnis Albumin : Globulin = 2,001. 
5 ccm des Serums des Femoralblutes enthalten: 
Gesamteiweif — 0,3156 g = 6,31°/o 


Albumin = 0,1849 » = 3,70°/o 
Globulin = 0,1307 » = 2,61°o. 
Das Verhaltnis Albumin : Globulin = 1,415. 
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5 ccm des Serums des Nierenvenenblutes enthalten: 
Gesamteiweif,i = 0,2741 g = 5,48°o 
Albumin = 0,1798 » 3,60 °/o 
Globulin = 0,0943 » 1,89 °/o. 

Das Verhialtnis Albumin : Globulin = 1,90. 


! 


! 


Versuch IJ. Hund 30 kg schwer. 


i. Carotisblut. In je 5 ccm sind enthalten: 


Gesamteiweifi a) 0,3366 
b) 0,3310 
Mittel = 0,3338. 


Hamoglobulinbestimmung: Serum verdiinnt 1 : 2 


@ = 398 gp’ = 48,76 
€ = 0,22896 e’ = 0,36197 
c = 0,4739°/o0 ce’ = 0,4749°%/o0 
Mittel = 0,4744°/oo. 
daher Hamoglobingehalt im verdiinnten Serum = 0,949 °/oo 
Haimoglobin in 5 ccm Serum = 0,0047 


Menge der Serumeiweifikérper in 5 ccm Serum = 0,3291 
Globulin a) 0,1142 
b) 0,1110 
Mittel — 0,1126. 
2. Femoralvenenblut. In je 5 ccm Serum sind enthalten: 

Gesamteiweifi a) 0,3584 

b) 0,3546 

Mittel — 0,3565. 


Haimoglobinbestimmung: Serum verdiinnt 5: 6. 


@ = 30,52 p’ = 37,65 
e = 0,12954 «, = 0,20282 
© = 0,2681 %/oo ¢, = 0,2661°oo 


Mittel = 0,2671°/00 
daher Haimoglobingehalt im unverdiinnten Serum = 0,32°/oo 


Haimoglobin in 5 ccm Serum = 0,0016 
Menge der Serumeiweifkérper in 5ccm = 0,3549 
Globulin a) 0,1338 
b) 0,1330 


Mittel = 0,1334. 


3. Nierenvenenblut. In je 5 ccm Serum sind enthalten: 
Gesamteiweifi a) 0,3008 
b) 0,3038 
Mittel = 0,3023. 
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Haimoglobinbestimmung: Serum verdiinnt 5: 6. 
m = 300 @, = 37,4 
e = 0,12494 €, = 0,19990 
c = 0,2586°/o0 c’ = 0),2623°/o0 
Mittel = 0,2604 °/oo. 
Hamoglobingehalt im unverdiinnten Serum = 0,313°/oo 
Hamoglobin in 5 ccm Serum 0,0016 
Menge der Serumeiweifkérper in 5 ccm Serum 0,3007 
Globulin a) 0,1054 
b) 0,1052 
Mittel = 0,1053. 
Es enthalten daher 5 ccm Serum des Carotisblutes: 
Gesamteiweifi = 0,3291 g = 6,58°/o 
Albumin =: 0,2165 » = 4,33°o 
Globulin = 0,1126 » = 2,25°o 
Das Verhaltnis Albumin : Globulin = 1,924. 
5 ccm Serum des Femoralvenenblutes enthalten: 
Gesamteiweiff = 0,3549 g = 7,10°/o 
Albumin = 0,2215 » = 4,43°%o 
Globulin = 0,1334 » = 2,67°o. 
Das Verhaltnis Albumin : Globulin = 1,661. 
ccm Serum des Nierenvenenblutes enthalten: 
Gesamteiweih — 0,3007 g = 6,01 °/o 
Albumin = 0,1954 » = 3,91°%o 
Globulin = 0,1053 » = 2,11°/o 
Das Verhaltnis Albumin : Globulin == 1,855. 


| 


| 


Or 


Versuch III. Hund 30kg schwer. 


1. Carotisblut. In je 5 ccm Serum sind enthalten: 
Gesamteiweifi a) 0,2964 
b) 0,2986 
Mittel = 0,2975. 
Hamoglobinbestimmung: Serum verdiinnt 4: 10 
mo = 43,71 Mp, = 52,84 
€ 0,28192 €, = 0,43786 
c = 0,5836 °/oo ci = 0,5745°/o0 
Mittel = 0,5790°/o0 
daher Hamoglobingenalt im unverdiinnten Serum = 0,949°/oo 
Hamoglobin in 5 ccm Serum == 0,0047 
j Menge der Serumeiweifkérper in 5 ccm Serum = 0,2928. 
Globulin a) 0,0838 
b) 0,0814 
Mittel = 0,0826. 


| 











bo 
<yt 
~> 


Hugo Wiener, 
2. Femoralvenenblut. In je 5 ccm Serum sind enthalten: 
Gesamteiweif§ a) 0,2860 
b) 0,2838 
Mittel = 0,2849. 


Hamoglobinbestimmung: Serum unverdinnt. 


@ = 58,30 ~, = 68,58 | 
e€ = 0,55890 €, = 0,87494 
c = 1,157°/oo c, = 1,148°/o0 
Mittel = 1,15°/oo. 
Hamoglobin in 5 ccm Serum = 0,0058 


Menge der Serumeiweifkérper in 5 ccm Serum = 0,2791 
Globulin a) 0,0934 
b) 0,0910 

Mittel = 0,0922. 

3. Nierenvenenblut. In je ccm Serum sind enthalten: 
GesamteiweiB a) 0,2800 j 
b) 0,2786 
Mittel = 0,2793. 

Hamoglobinbestimmung: Serum verdiinnt 3 : 10. 





m = 62,0 9, = 72,3 

€ = 0,65678 e, = 1,03416 

c = 1,360°%/oco c, = 1,357°/e 
Haimoglobingehalt im unverdiinnten Serum = 4,53 °/oo. 
Himoglobin in 5 ccm Serum = 0,0227 


Menge der Serumeiweifkérper im 5 ccm Serum = 0,2566 
Globulin a) 0,0846 
b) 0,0812 
Miltel = 0,0829. , 
Es enthalten daher 5 ccm Serum des Carotisblutes. 
Gesamteiweifi = 0,2928 g = 5,86°/o 
Albumin = 0,2114 » = 4,23% 
Globulin = 0,0814 » = 1,63°/o 
Das Verhaltnis Albumin : Globulin = 2,597. 
5 ccm Serum des Femoralvenenblutes enthalten: 
Gesamteiweifi = 0,2791 g = 5,58°%o 
Albumin = 0,1869 » = 3,74°/o 
Globulin = 0,0922 » = 1,84°%/o 
Das Verhaltnis Albumin : Globulin = 2,027. 
5 cem Serum des Nierenvenenblutes enthalten: 
Gesamteiweif — 0,2566 g = 5,13°/o 
Albumin = 0,1737 » = 3,47°/o 
Globulin = 0,0829 » = 1,66°/o 
Das Verhiltnis Albumin : Globulin = 2,096. 
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Versuch IV. Hund 33 kg schwer. 


1. Carotisblut. In je 5 ccm Serum sind enthalten: 


Gesamteiweif a) 0,2708 


b) 0,2700 
Mitte] = 0,2704. 
: Hamoglobinbestimmung: Serum unverdiinnt. 
@ = 81,2 p, = 38,3 
e€ = 0.13570 


€é, = 0,21052 
c = 0,2809°/o0 c’ = 0,2762°/o0 

Mittel == 0,279°/oo. 
Haimoglobin in 5 ccm Serum 


= 0,0014 
Menge der Serumeiweifkérper in 5 ccm Serum = 0,2690. 
Globulin a) 0,0850 
b) 0,0852 
Mittel = 0,0851. 
) 


2. Femoralvenenblut. In je 5ccm Serum sind enthalten: 


Gesamteiweifi a) 0,2882 
b) 0,2890 


Mittel = 0,2886. 
Haimoglobinbestimmung: Serum unverdinnt. 


@ = 32,6 @, = 39,85 
e = 0,14891 €, = 0,22959 
Cc 0,3082 °/oo 


c, = 0,3012°/o0 
Mittel = 0,305°/oo. 
Hamoglobin in 5 ccm Serum 


= 0,0015 

Menge der Serumeiweifkérper in 5ccm Serum = 0,2871 
Globulin a) 0,0914 
b) 0,0924 


Mittel — 0,0919. 
In je 5ccm Serum sind enthalten: 
Gesamteiweifi a) 0,2754 
b) 0,2762 


Mittel = 0,2758. 
Hamoglobinbestimmung: Serum unverdiinnt. 


@ = 45,0 
e = 0,30102 
c = 0,6231°/oo 


3. Mierenvenenblut. 


po! = 54,2 
e = 0,46576 
¢, = 0,6111%oo 


Mittel = 0,617 °/oo. 
Hamoglobin in 5 ccm Serum 


= 0,0030 
Menge der Serumeiweifkérper in 5 ccm Serum = 0,2728 


Globulin a) 0,0904 
b) 0,0900 
Mittel = 0,0902. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXII 











256 Hugo Wiener, 





Fs enthalten daher 5 ccm Serum des Carotisblutes: 
Gesamteiweifi = 0,2690 g = 5,38°/o 

















Albumin = 0,1839 >» = 3,68°/o 
Globulin = 0,0851 » = 1,70°o 
Das Verhialtnis Albumin : Globulin = 2,161. 
5 ccm Serum des Femoralvenenblutes enthalten: . 
Gesamteiweifi — 0,2871 g = 5,74°/o 
Albumin - == 0,1952 » = 3,90°%o 
Globulin = 0,0919 » = 1,84°%,o 
Das Verhaltnis Albumin : Globulin = 2,124. 
5 ccm Serum des Nierenvenenblutes enthalten: 
Gesamteiweif = 0,2728 g = 5,45%o 
Albumin = 0,1826 » = 3,65°/o 
Globulin = 0,0902 » = 1,80°o 
Das Verhialtnis Albumin : Globulin = 2,008. » 
Zur besseren Ubersicht seien die Resultate in folgenden 
zwei Tabellen zusammengestellt, in welchen die Werte fiir den 
prozentischen Gesamteiweif- und Globulingehalt der Sera in 
der Reihenfolge von den héchsten bis zu den niedrigsten ent- 
halten sind. 
Gesamteiweifgehalt. 
Versuchs-Nr.. . .. . | ] II III IV 
ee 7,08 6,58 5,86 5,38 
Versuchs-Nr.. . . . . oo I IV Il 
Femoralvene. ... . 7,10 6,31 5,74 5,58 ; 
Versuchs-Nr.. . .. . II * I IV Ill 
Nierenvene ..... 6,11 5,48 5,45 5,13 
Globulingehalt. 
Versuchs-Nr.. . ... | II IV iil 
TT eee ee a 2,34 2,25 1,70 1,63 
Versuchs-Nr.. ... . II I IV Ill 
Femoralvene. ... . 2,67 2,61 1,84 1,84 
Versuchs-Nr..... . II I IV Ill 
Nierenvene .... . | 2,11 1,89 1,80 1,66 











Aus den vorliegenden Versuchen geht hervor, da’ zunichst 
der Eiweifgehalt des Serums des arteriellen Blutes bei den ver- 
schiedenen Individuen ein schwankender ist und zwar schwankt 
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er zwischen 7—5,3°/o. Ob diese Schwankungen in der ver- 
schiedenen Art der Ernaéhrung oder in der verschiedenen Rasse 
der zu den Versuchen verwendeten Hunde — auf beide Punkte 
wurde nicht geachtet — begriindet sind, mag dahingestellt bleiben. 

Ebenso schwankend ist der Eiweifgehalt des Serums des 
Blutes einer Extremitétenvene. Er schwankt beinahe innerhalb 
derselben Grenzen, zwischen 7,1—5,5°/o, aber ohne da die 
Schwankungen parallel denen im arteriellen Blute gingen. Ob 
hier die Stauung, die bei der Abklemmung und Einhbindung 
der Kaniile ja unvermeidbar ist, eine Rolle spielt, !aBt sich nicht 
ohne weiteres entscheiden. Wahrscheinlich ist es aber nicht, 
da in einigen Fallen der Eiweifgehalt des Serums des venésen 
Blutes ein hdherer, in anderen Fallen ein niedrigerer war als 
das Serum des arteriellen Blutes. Eine wesentliche Rolle der 
Stauung bei der Blutentnahme darf also wahrscheinlich aus- 
geschlossen werden. 

Der Eiweifigehalt des Serums des Nierenvenenblutes ist 
durchwegs niedriger als der des Serums des arteriellen und des 
Femoralvenenblutes. Auch er ist schwankend, jedoch innerhalb 
engerer Grenzen, zwischen 6,1—5,1°/o und auch bei ihm gehen 
die Schwankungen nicht parallel mit denen des arteriellen, wohl 
aber denen des Femoralvenenblutes. 

Was den Globulingehalt der verschiedenen Sera betrifft, 
so erhellt aus den Versuchen, daf, je eiweibreicher ein Serum 
ist, desto mehr Globulin dasselbe enthilt. Dies gilt sowohl fir 
das Serum arteriellen, wie vendsen Blutes. Weiter geht aber 
hervor, dafi die Sera aus vendsem Blute durchwegs relativ 
globulinreicher sind als die Sera aus arteriellem Blute, sodaf 
Albumin 
Globulin 
im arteriellen. Dabei war in vorliegenden Versuchen in drei 
von vier Versuchen der Quotient Ale im Serum des Cruralis- 

Globulin 
venenblutes kleiner als in dem des Nierenvenenblutes. 

Noch viel deutlicher ist das Verhalten des Globulins zur 
Anschauung zu bringen, wenn man die Albuminmenge als 100 
setzt und berechnet, in welchem Prozentverhaltnis zu diesem 


17* 


das Verhialtnis im vendsen Serum stets kleiner ist als 
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Fs enthalten daher 5 ccm Serum des Carotisblutes: 
Gesamteiweifi = 0,2690 g = 5,38°%o 























Albumin = 0,1839 » = 3,68 °/o 
Globulin = 0,0851 » = 1,70°o 
Das Verhiltnis Albumin : Globulin = 2,161. 
5 cem Serum des Femoralvenenblutes enthalten: ‘ 
Gesamteiweifi = 0,2871 g = 5,74°/o 
Albumin. = 0,1952 » = 3,90°%o 
Globulin = 0,0919 > = 1,84%o 
Das Verhdltnis Albumin : Globulin = 2,124. 
5 ecm Serum des Nierenvenenblutes enthalten: 
Gesamteiweifi — 0,2728 g = 5,45°%o 
Albumin = 0,1826 >» = 3,65%o 
Globulin = 0,0902 » = 1,80°/o 
Das Verhaltnis Albumin : Globulin = 2,008. , 
Zur besseren Ubersicht seien die Resultate in folgenden 
zwei Tabellen zusammengestellt, in welchen die Werte fiir den 
prozentischen Gesamteiweif- und Globulingehalt der Sera in 
der Reihenfolge von den héchsten bis zu den niedrigsten ent- 
halten sind. 
Gesamteiweifgehalt. 
Versuchs-Nr.. . . . . | I | 2 | IV 
ae 7,03 | 658 | 5,86 5,38 
Versuchs-Nr.. . .. . | II | | IV Il 
Femoralvene. ... . | 7,10 6,31 | 5,74 5,58 ; 
Versuchs-Nr... . . . | g* | 4a | MI 
Nierenvene .... . | 6,11 5,48 | 5,45 5,13 
Globulingehalt. 
Versuchs-Nr.. . . . | * 3.2 + eS Hi 
a a 934 | 22 | 41,70 1,63 
Versuchs-Nr.. ... . II I IV III 
Femoralvene. ... . 2,67 | 2,61 | 1,84 1,84 
Versuchs-Nr...... | II I | IV Ul 
Nierenvene ..... | 2,11 1,89 | 1,80 1,66 
2 


Aus den vorliegenden Versuchen geht hervor, daBb zunachst 
der EiweiBgehalt des Serums des arteriellen Blutes bei den ver- 
schiedenen Individuen ein schwankender ist und zwar schwankt 
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er zwischen 7—5,3°/o. Ob diese Schwankungen in der ver- 
schiedenen Art der Ernéhrung oder in der verschiedenen Rasse 
der zu den Versuchen verwendeten Hunde — auf beide Punkte 
wurde nicht geachtet — begriindet sind, mag dahingestellt bleiben. 

Ebenso schwankend ist der Eiweifgehalt des Serums des 
Blutes einer Extremitiétenvene. Er schwankt beinahe innerhalb 
derselben Grenzen, zwischen 7,1—5,5°/o, aber ohne da die 
Schwankungen parallel denen im arteriellen Blute gingen. Ob 
hier die Stauung, die bei der Abklemmung und Einbindung 
der Kaniile ja unvermeidbar ist, eine Rolle spielt, laBt sich nicht 
ohne weiteres entscheiden. Wahrscheinlich ist es aber nicht, 
da in einigen Fallen der Eiweifgehalt des Serums des venésen 
Blutes ein hdherer, in anderen Fillen ein niedrigerer war als 
das Serum des arteriellen Blutes. Eine wesentliche Rolle der 
Stauung bei der Blutentnahme darf also wahrscheinlich aus- 
geschlossen werden. 

Der Eiweifgehalt des Serums des Nierenvenenblutes ist 
durchwegs niedriger als der des Serums des arteriellen und des 
Femoralvenenblutes. Auch er ist schwankend, jedoch innerhalb 
engerer Grenzen, zwischen 6,1—5,1°/o und auch bei ihm gehen 
die Schwankungen nicht parallel mit denen des arteriellen, wohl 
aber denen des Femoralvenenblutes. 

Was den Globulingehalt der verschiedenen Sera betrifft, 
so erhellt aus den Versuchen, dah, je eiweifreicher ein Serum 
ist, desto mehr Globulin dasselbe enthalt. Dies gilt sowohl fiir 
das Serum arteriellen, wie vendsen Blutes. Weiter geht aber 
hervor, dafi die Sera aus vendsem Blute durchwegs relativ 
globulinreicher sind als die Sera aus arteriellem Blute, sodaf 


.,. . Albumin . iM : 
das Verhaltnis ——— im vendsen Serum stets kleiner ist als 
Globulin 
im arteriellen. Dabei war in vorliegenden Versuchen in drei 


von vier Versuchen der Quotient Aan im Serum des Cruralis- 
Globulin 
venenblutes kleiner als in dem des Nierenvenenblutes. 
Noch viel deutlicher ist das Verhalten des Globulins zur 
Anschauung zu bringen, wenn man die Albuminmenge als 100 
setzt und berechnet, in welchem Prozentverhaltnis zu diesem 


a7” 
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Werte die vorhandene Globulinmenge steht, wie aus folgender 
Tabelle zu ersehen ist. 














Versuchs-Nr...... I Il Ill IV 

Come... «<< «6% 49,75 52,00 38,50 46,28 
Femoralvene. ... - 70,68 60,23 49,33 47,08 
Nierenvene .... . 52,45 55,89 47,72 49,56 


Was schlieBlich das Verhalten des Albumins betrifft, das 
ja die Differenz zwischen Gesamteiwei8 und Globulin darstellt, 
so muB es ebenfalls Schwankungen zeigen. Diese gehen manch- 
mal und zwar, wie dies im arteriellen Blute der Fall ist, parallel 
den Schwankungen des Gesamteiweifgehalts, sind aber in ge- 
wisser Richtung, wie im vendsen Blute, und zwar sowohl im 
Blute der Femoral- als auch der Nierenvene, unabhangig von 
den Schwankungen des Gesamteiweifbgehalts. Jedenfalls sind sie 
etwas groBer als die Schwankungen im Globulingehalt. Folgende 
Tabelle zeigt dieses Verhalten. 








Albumingehalt. 
Versuchs-Nr.. . .. . I II Ill IV 
a ° 4,70 4,33 4,23 3,68 
Versuchs-Nr.. .... II IV III I 
Femoralvene. ... . 4,43 3,90 3,74 3,70 
Versuchs-Nr.. . .. . Il IV I III 
Nierenvene ..... 3,91 3,65 3,60 3,47 








Als konstante, in simtlichen angefiihrten Versuchen immer 
wiederkehrende, Erscheinung ist daher die relative Globulin- 
vermehrung, oder richtiger gesagt, die relative Vermehrung der 
Globulinfraktion im vendsen Blute aufzufassen. 

Die Erklairung dieses Befundes kann eine verschiedene 
sein. Zuniichst kénnte man an einen Ubergang von Albumin 
in Globulin im venésen Blute denken, welche Annahme freilich 
hédchst unwahrscheinlich ist. Ferner kénnte man daran denken, 
dafi dieser Befund ein artefizieller, durch die Stauung bei der 
Blutentnahme bedingter, ware. Allein, eine solche Stauung 
kénnte wohl durch vermehrte Diffusionsvorgiinge eine Anderung 
der Konzentration des vendsen Blutes, also eine Anderung des 
Gesamteiweibgehalts oder der Aschenbestandteile, aber kaum 
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eine Anderung im Verhiltnis der beiden EiweiSkérper zur 
Folge haben. 

Es bleibt daher nichts anderes iibrig, als anzunehmen, 
da eventuell neben einer Anderung der Konzentration noch eine 
Abgabe von Globulin oder wenigstens eines mit der Globulin- 
fraktion mit ausfallenden Korpers von den Organen an das Blut 
stattfindet. 

Wenn letztere Annahme richtig ist, dann miifbte es gelingen, 
durch Schadigung des betreffenden Organs die Abgabe dieses 
globulinartigen Stoffes an das Blut aufzuheben und so dem aus 
ihm kommenden venésen Blute das Charakteristikum, némlich 
die relative Globulinvermehrung, zu nehmen. 

Die hierzu notwendige Versuchsanordnung war, da es sich 
hauptsichlich um Untersuchung des Blutes der Nierenvene han- 
delte, eine sehr einfache. Sie bestand darin, da man durch 
ein Nierengift zunichst eine Nephritis erzeugte und dann die 
Untersuchung in der gleichen Weise wie bei den friiheren Ver- 
suchen durchfiihrte. Als Nierengift wurde Uran verwendet, das 
als Urannitrat in einer Lésung, die eine 50fache Verdiinnung 
der zur Phosphorsduretitration tiblichen Losung darstellte, und 
zwar in einer Menge von 0,00035 g pro Kilo Tier subcutan 
injiziert wurde. 6—10 Tage nach der Injektion, als das Tier 
bereits starke Albuminurie zeigte, wurde der Versuch in der 
friiher beschriebenen Weise durchgefiihrt. 


Versuch V. Hund 18 kg schwer. Harn eiweififrei. 2./V. subcutane 
Injektion von 0,0063 g Urannitrat = 0,00035 pro Kilo. 3./V. Harn ent- 
halt eine Spur Eiweifs. 6./V. Harn stark eiweifhaltig. 8./V. 24stiindige 
Harnmenge 350 ccm. Harn stark eiweif- und zuckerhaltig. Tag des 


Versuches. 


Zuckergehalt (polarimetrisch bestimmt) = 1,5°/o = 5,25 g. 


Eiweifbestimmung im Harne: 


In 100 ccm Gesamteiweifi (durch Wagung) = 0,35 g 
» 100 » Globulin (durch Halbsattigung mit Ammonsulfat) = 0,0572 » 
Eiweifgehalt in der Tagesmenge des Harnes = 3,5°%/oo = 1,23 » 
Globulingehalt >» >» > > > == 0,57°/oo = 0,20 » 
Albumingehalt >» » > > > = 2,93°/o = 1,03 » 


Das Verhaltnis von Albumin zu Globulin = 5,14. 








260 Hugo Wiener, 
1. Carotisblut. In je 5 ccm Serum sind enthalten: 
Gesamteiweih a) 0,3470 
b) 0,3482 
Mittel = 0,3476. 
Hamoglobinbestimmung: Serum unverdiinnt. 


p = 42,5 y, = 51,3 
€ = 0,26474 €, = 0,40790 
c = 0,0548%o c, = 0,0535°/o 
Mittel = 0,054°/o. 
Hamoglobin in 5 ccm Serum = 0,0027 


Menge der Serumeiweifikérper in 5 ccm Serum = 0,3449. 


Globulin a) 0,0958 
b) 0,0952 
Mittel = 0,0955. 
2. Femoralvenenblut. In je 5 ccm Serum sind enthalten: 
Gesamlteiweifi a) 0,3698 
b) 0,3666 
Mittel = 0,3682. 
Hamoglobinbestimmung: Serum unverdinnt. 


p = 43,1 gy, = 50,7 
€ = 0,27316 €, = 0,39668 
c = 0,056°/o c, = 0,052°o 
Mittel = 0,054 °/o. 
Himoglobin in 5 ccm Serum = 0,0027 


Menge der Serumeiweifkérper in 5 ccm Serum = 0,3655. 
Globulin a) 0,0992 
b) 0,0992 
Mittel = 0,0992. 
3. Nierenvenenblut. In je 5 ccm Serum sind enthalten: 


Gesamteiweifi a) 0,3708 
b) 0,3692 
Mittel = 0,3700. 
Haimoglobinbestimmung: Serum unverdiinnt. 


@p — 64,9 Q, — 73,9 
€ = 0,74486 e, = 1,11406 
c = 0,154°%o c, = 0,152°/o 
Mittel = 0,153 °/o. 
Hamoglobin in 5 ccm Serum = 0,0077 


Menge der Serumeiweifikérper in 5 ccm Serum = 0,3623. 
Globulin a) 0,0946 
b) 0,0956 
Mittel = 0,0951. 








&) 
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Es enthalten daher 5 ccm Serum des Carotisblutes: 





Das Verhaltnis Albumin: Globulin = 2,684. 
5 ccm des Serums des Nierenvenenblutes enthalten: 
Gesamteiweif’ = 0,3623 g = 5,246°/o 


Gesamteiweif = 0,3449 g = 6,898°/o 
Albumin = 0,2494 » = 4,988°%o 
Globulin = 0,0955 » = 1,910°/o 
Das Verhaltnis Albumin: Globulin = 2,611. 
yo 5 ccm des Serums des Femoralvenenblutes enthalten: 
| Gesamteiweif = 0,3655 g = 7,310°%o 
| Albumin = 0,2663 » = 5,326%o 
| Globulin = 0,0992 » = 1,984%o 





Albumin = 0,2672 » = 3,344°%o 
Globulin = 0,0951 » = 1,902°%o 
i Das Verhaltnis Albumin: Globulin = 2,809. 
| Versuch VI. Hund 13 kg schwer. Harn eiweiffrei. 5./VII. sub- 
cutane Injektion von 0,00455 g Urinnitrat = 0,00035 pro Kilo. 11./VII. Harn 
stark eiweifhallig. 13./VII. Eiweifgehalt des Harns geringer. 15./VII. 24stiin- 
dige Harnmenge = 1650 ccm. Harn schwach eiweifhaltig. Tag des Ver- 
suches. 
Eiweifbestimmung im Harne: 
In 100 ccm Gesamteiweifi (durch Wiagung) == 0,0696 g 
>» 100 » Globulin (durch Halbsattigung mit Ammonsulfat) = 0,0140 » 
Eiweifgehalt in der Tagesmenge = 0,7°/oo == 1,15 g 
Globulingehalt » » » = 0,14°/oo = 0,23 » 
> Albumingehalt » » > = 0,56°/oo = 0,92 » 
f Das Verhiltnis von Albumin: Globulin — 4,0. 
1. Carotisblut. In je 5 ccm Serum sind enthalten: 
Gesamteiweil} a) 0,3298 
b) 0,3302 
Mittel = 0,3300. 
Hamoglobinbestimmung: Serum unverdiinnt. 
p = 44,32 @, == 48,07 
e = 0,29084 €é, = 0,35016 
c == 0,6018°/o0 c, = 0,4594 °/oo 
Mittel = 0,5306°/oo. 
b Hamoglobin in 5 ccm Serum == 0,0027 


Menge der Serumeiweifikérper in 5ccm Serum = 0,3273. 
Globulin a) 0,1180 
b) 0,1202 
Mittel = 0,1191. 
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2. Femoralvenenblut. In je 5 ccm Serum sind enthalten: 
Gesamteiweif a) 0,3470 


b) 0,3450 
Mittel = 0,3460. 
Hamoglobinbestimmung: Serum unverdiinnt. 
@ = 38,03 py, = 40,7 
€ = 0,20730 €, = 0,24050 
c = 0,4289 c, = 0,3155 
Mittel — 0,3722°/oo. 
Haimoglobin in 5 cem Serum = 0,0019. 


Menge der Serumeiweifhkérper in 5 ccm Serum = 0,3441. 
Globulin a) 0,1092 
b) 0,1090 
Mittel = 0,1091. 
3. Nierenvenenblut. In je 5 ccm Serum sind enthalten: 
Gesamteiweifi a) 0,3340 
b) 0,3346 
Mittel = 0,3343 
Hamoglobinbestimmung: Serum verdiinnt 1: 1. 


@ = 60,85 @, = 66,38 
€ = 0,62476 €e, = 0,79442 
c = 2,596 c, = 2,084 


Mittel = 2,34°/o0 
daher Haimoglobingehalt im unverdiinnten Serum = 4,68°/oo 
Hamoglobin in 5 ccm Serum = 0,0234 
Menge der Serumeiweifikérper in 5 ccm Serum = 0,3109. 
Globulin a) 0,1096 
b) 0,1126 
Mittel = 0,1111. 
Es enthalten daher 5 ccm Serum des Carotisblutes: 
Gesamteiweif’ = 0,3273 g == 7,546°/o 
Albumin = 0,2082 » == 5,164°%0 
Globulin == 0,1191 » = 2,382. 
Das Verhaltnis Albumin: Globulin = 1,748. 
5 ccm Serum des Femoralvenenblutes enthalten: 
Gesamteiweifi = 0,3541 g = 8,082 °/o 
Albumin = 0,2450 » = 5,90°o 
Globulin = 0,1091 » = 2,182%o, 
Das Verhaltnis Albumin: Globulin = 2,246. 
5 ccm Serum des Nierenvenenblutes enthalten: 
Gesamteiweiff = 0,3109 g = 6,218°%o 
Albumin = 0,1998 » = 3,996°/o 
Globulin = 0,1111 » = 2,222. 
Das Verhaltnis Albumin: Globulin = 1,798. 
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Zur besseren Ubersicht der Resultate seien wieder analoge 
Tabellen, wie fiir die friiheren Versuche, aufgestellt. 


Gesamteiweifigehalt. 
Versuchs-Nr. ... VI V 
Carotisblut. .. . 7,55 6,90 
Versuchs-Nr. .. . VI V 
Femoralvenenblut . 8,08 7,31 
Versuchs-Nr. .. . V Vi 
Nierenvenenblut . 7,25 6,22 








Globulingehalt. 


Versuchs-Nr. .. . VI V 
Carotisblut. .. . 2.38 1,91 
Versuchs-Nr. .. . VI V 
Femoralvenenblut . 2,18 1,98 
Versuchs-Nr. ... VI V 
Nierenvenenblut . 2,22 1,90 








Albumingehalt. 








Versuchs-Nr. .. . VI V 
Carotisblut. ... 5,16 4,99 
Versuchs-Nr. .. . VI V 
Femoralvenenblut . 5,90 5,33 
Versuchs-Nr. . . . V VI 
Nierenvenenblut . 5,34 4,00 


Die zwei letzten Versuche zeigen zunichst etwas hdhere 
Werte fiir den Serumeiweifgehalt aller Blutarten. Ob dies in 
einer individuellen Eigentiimlichkeit der zu diesen Versuchen 
verwendeten Tiere oder in der bei ihnen erzeugten Nephritis 
bedingt ist, la8t sich auf Grund dieser Versuche nicht ent- 
scheiden. In allen 3 Arten von Seren sehen wir auch die aus 
den friiheren Versuchen bekannten Schwankungen innerhalb 
der gewOhnlichen Grenzen. Die Schwankungen im Eiweifge- 
halt des Serums des Carotis- und Femoralvenenblutes sind 
gleichsinnig, die des Serums des Nierenvenenblutes entgegen- 
gesetzt den beiden anderen gerichtet. In beiden Versuchen ist 
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der Eiweifigehalt des Femoralvenenblutserums hoéher, als der 
des entsprechenden Carotisblutserums, der Eiweifgehalt des 
Nierenvenenblutserums zeigt ein verschiedenes Verhalten. 
Auch im Globulingehalt der Sera sehen wir Schwankungen, 
die nicht immer gleichsinnig denen des Gesamteiweibgehaltes sind, 
und schlieBlich sind auch im Albumingehalt selbstverstiindlich 
Schwankungen vorhanden, die nicht immer gleichsinnig den 
Schwankungen des Gesamteiweifgehaltes verlaufen. 
Gemeinsam aber beiden Versuchen ist die relative Glo- 
bulinverminderung im vendsen Blute, die in dem einen Falle 
im Nierenvenenblute, im anderen Falle im Femoralvenen- 


blute, resp. den betreffenden Seris am starksten ausgesprochen 
Albumin 


ist, wie aus dem Vergleich der Quotienten Globulin und noch 
deutlicher aus folgender Tabelle hervorgeht, in welcher wieder 
die Globulinmenge in Prozenten der Albuminmenge ausgedriickt 
ist, und in welche auch aus spater zu erwéhnenden Griinden 
die entsprechenden Zahlen fiir die Eiweifbefunde im Harne 


aufgenommen sind. 





Versuchs-Nr. .. . V VI 
 Perer ST 19,53 25,18 
| eee 38,29 57,20 
Femoralvene .. . 37,25 44,55 
Nierenvene. .. . 35,59 55,60 








Wihrend also im Serum des vendésen Blutes bei 
normalen Tieren das Globulin oder die Globulinfrak- 
tion unter den Serumeiweifkoérpern einen relativ 
gréBeren Anteil ausmacht, als im arteriellen Blute, 
ist es bei nephritischen Hunden umgekebrt. 

Eine endgiiltige Erklarung dieses Befundes la8t sich auf 
Grund meiner Versuche noch nicht geben. AusschlieBen kann 
man nur, daB die Albuminurie, resp. die durch dieselbe erzeugte 
EiweiBverarmung des Blutes schuld an diesem Verhalten ist, 
denn erstens ist der Eiweif®verlust ein viel zu geringer, als 
daB durch ihn so grofe Differenzen hervorgerufen werden 
kénnten, zweitens miiBte bei der Annahme, daf das Harn- 





¢/ 
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eiweiB durchfiltriertes Bluteiweif ist, der prozentische Anteil 
des Globulins im Harneiweif ein viel héherer sein, als im 
Serum, wahrend gerade das Gegenteil der Fall ist. Aber auch 
die vorderhand doch noch hypothetische Annahme Martin 
Fischers,!) nach der das Harneiweifi aus den Nierenepithe- 
lien stammt, gibt keine Erklirung fiir den obigen Befund. 

Derselbe lat sich vorlaufig am zwanglosesten durch die 
Annahme erklaren, dafi die gesunde Niere einen globulinartigen 
Kérper an das Blut abgibt, wahrend die kranke Niere diese 
Fahigkeit verloren hat. 

In den Versuchen mit kiinstlich erzeugter Nephritis ist 
aber nicht nur im Serum des Nierenvenenblutes, sondern auch 
im tibrigen vendsen Blute eine relative Globulinverarmung zu 
konstatieren. Ob fiir diesen Befund eine dhnliche Erklirung 
moglich ist, ob man vielleicht annehmen kann, daB siimtliche 
Organe durch das Nierengift in Mitleidenschaft gezogen wurden, 
miuiften weitere Untersuchungen lehren. 





) Die Nephritis, Dresden, Verlag von Theod. Steinkopff. 








Einwirkung von Phthalsdureanhydrid auf einige Pyrrolderivate. 


Von 
Hans Fischer und Fr. Krollpfeiffer. 


(Aus der II. Medizinischen Klinik zu Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. Oktober 1912.) 








Die bis jetzt im Blut- und Gallenfarbstoff aufgefundenen 
Bausteine sind auBer dem tetrasubstituierten Phyllopyrrol samt- 
lich trisubstituierte Pyrrole mit einer freien CH-Gruppe in 
a-Stellung. 

Zur Charakterisierung dieser Kérper sind die Pikrate 
und die Azofarbstoffe mit Diazobenzolsulfoséure sehr geeignet, 
jedoch erschien es uns wiinschenswert, weitere stabile Derivate 
kennen zu lernen. In dieser Absicht studierten wir die Ein- 
wirkung von Phthalséureanhydrid auf substituierte Pyrrole mit 
einer in a-Stellung befindlichen freien CH-Gruppe und erhielten 
in der Tat prachtvoll krystallisierende, sehr bestandige Korper. 

Die Einwirkung von Phthalséureanhydrid auf Pyrrol selbst 
haben Ciamician und Dennstedt!) vor ca. 20 Jahren unter- 
sucht. Sie gelangten zu einer Verbindung, die wahrscheinlich 


folgende Konstitution besitzt. 
HC—— CH 


| ll 
CO—C CH 


C,H hast 
~ \ee——3 


Der Korper zeigt die Eigenschaften eines Anhydrids. Er 
lést sich nicht in kalter Kalilauge, dagegen wird er in der 
Warme durch dieses Reagens zu einer Séure aufgespalten, die 
als Pyrryl-phenylketon-carbonséure anzusehen ist. 


O HC — CH 
1 ot | 


C——C CH 
CoH al 
COOH NH 
Die von uns gewonnenen KOrper zeigen ein ganz analoges 
Verhalten und lassen sich gleichfalls durch Alkali in die zu- 


') Ber., Bd. 17, S. 2957. 
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gehérigen, freien Sauren iiberfihren. Es wurden die schén 
krystallisierenden Phthalide des Haémopyrrols, Kryptopyrrols 
und der Phonopyrrolcarbonsaéure gewonnen. Auch Dimethyl- 
acetylpyrrol gibt eine schén krystallisierende Verbindung mit 
Phthalséureanhydrid, ebenso Dimethylpyrrol. Wahrend jedoch 
bei den zuerst erwahnten Verbindungen der Reaktionsmecha- 
nismus wahrscheinlich einfach durch Wasserabspaltung erfolgt, 
verlaufen beim Pyrrol und Dimethylpyrrol vielleicht kompli- 
ziertere Polymerisationsprozesse gleichzeitig, wenigstens geben 
die Derivate des Pyrrols und Dimethylpyrrols die Reaktion mit 
Dimethylamidobenzaldehyd nicht mehr. Allerdings gibt der 
Monoazofarbstoff des Dimethylpyrrols') die Aldehydreaktion 
auch nicht. 

Wie schon erwahnt, sind die Pyrrolenphthalide durch 
auferordentliche Bestindigkeit und Krystallisationsfaihigkeit aus- 
gezeichnet, und scheinen daher besonders zur Isolierung von 
Pyrrolderivaten aus Gemischen geeignet. Als Beispiel fiihren 
wir die Gewinnung des Phthalids der Phonopyrrolcarbonsaure 
aus sirupdser Phonopyrrolcarbonsdure an. Diese Fraktion miiBte 
hauptsdchlich die von Piloty?) isolierte Xanthopyrrolcarbon- 
siure enthalten. Wir erhielten jedoch nicht das Phthalid dieser 
Sdure, sondern das der Phonopyrrolcarbonsaure. Dieser Befund 
steht im Einklang mit den Resultaten der Untersuchung mittels 
Pikrinsaure; denn wir haben wiederholt aus dieser Fraktion 
Pikrate vom Schmelzpunkt 143° isoliert, die Analysen aber er- 
gaben immer nur auf Phonopyrrolcarbonsiure stimmende Werte. 
Fir die Existenz der Xanthopyrrolearbonséure haben wir bis 
jetzt keinerlei Anhaltspunkte gewinnen kénnen. 

Von ganz besonderem Interesse ist die Einwirkung des 
Phthalséureanhydrids auf Tetramethylpyrrol. Wider Erwarten 
wird hier glatt eine (wahrscheinlich a-staéndige) CH,-Gruppe 
abgesprengt, und es entsteht ein Trimethylpyrrolenphtalid. 
Die Bedeutung der Reaktion liegt auf der Hand. Wir hoffen, 
mit Hilfe dieser Reaktion durch Abspaltung des Phthalsaurerests 
einerseits zu den sonst schwer zugianglichen trialkylierten 





') Fischer und Bartholomiaus, Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 479. 
*) Piloty und Dormann, A., Bd. 388, S. 313 (1912). 
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Pyrrolen mit einer freien a-Stellung zu gelangen, anderseits 
besteht die Méglichkeit der Aufspaltung von Blut- und Gallen- 
farbstoffderivaten mit Hilfe des Phthalséureanhydrids in der 
Vermutung, da in den genannten Farbstoffen Pyrrolkerne in 
a-Stellung durch eine CH,-Gruppe mit einander verkniipft sind. 


2-4-Dimethyl-3-Acetyl-Pyrrolenphthalid. 
QO CH,C— CCOCH, 
! ! | 
: Je ae cj CCH, 
CoH \/ 
C —-_—_N 


I 

5,1 g 2-4-Dimethyl-3-Acetylpyrrol, 5,5 g Phthalsdure- 
anhydrid und 8,2 ccm Eisessig werden im zugeschmolzenen 
Rohr 5 Stunden auf 180—190° erhitzt. Beim Erkalten ist der 
Rohreninhalt mit Krystallen durchsetzt. Die anhaftenden 
Schmieren werden durch Behandeln mit kaltem Alkohol nach 
dem Offnen des Rohres leicht entfernt. Durch Umkrystalli- 
sieren aus viel heiBem Alkohol erhilt man den neuen KOorper 
in schwach gelb gefirbten Nadeln vom Schmelzpunkt 183°. 
Ausbeute 4,5 g. 

Zur Elementaranalyse wurde bei 100° und 20 mm Druck 
liber Phosphorpentoxyd getrocknet: 

0,3283 g Substanz gaben 0,1531 g H,O und 0,8645 g CO,. 

0,3256 g Substanz gaben 15,6 ccm N bei 18° und 716 mm 
Hg iiber 33°/oiger KOH. 

C,,H,,NO, Berechnet: 71,88 C, 4,90 H, 5,25 N. 

Gefunden: 71,82 C, 5,22 H, 5,22 N. 

Der Kérper ist in heiSem Alkohol und Ather sehr schwer 
ldslich, leichter in Eisessig. Die alkoholische Lésung reagiert 
neutral, die Reaktion mit Dimethylamidobenzaldehyd tritt erst 


nach dem Kochen mit Natronlauge auf. 


Spaltung des Reaktionsproduktes mit 5°%/oiger 
Kalilauge. 


0,5 g Dimethylacetylpyrrolenphthalid wurden mit 10 ccm 
5°/oiger Kalilauge bis zur Lésung gekocht. Beim Anséuern 
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der filtrierten L6sung entsteht eine voluminése weibe Fallung. 
Aus Alkohol und viel Wasser erhilt man den KOrper in feinen 
farblosen Niadelchen. F. P. 176—178°. Ausbeute 0,4 g. Er 
lést sich in Natriumcarbonat unter Kohlensaurentwicklung. 


Kryptopyrrolphthalid. 

3,1 g Kryptopyrrol, 3,6 g Phthalséureanhydrid und 5,5 ccm 
Eisessig werden 5 Stunden lang im zugeschmolzenen Rohr 
auf 180 —190° erhitzt. Nach dem Erkalten besteht der Réhren- 
inhalt aus einer schwarzen Krystallmasse, verunreinigt durch 
ein dunkelbraunes (|. Durch Absaugen und Waschen mit kaltem 
Alkohol erhélt man braungelbe Nadeln, die nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren aus heifem Alkohol eine zeisiggelbe Farbe 
annehmen. F. P. 169°. Ausbeute 1,5 g. Die Reaktion mit 
Dimethylamidobenzaldehyd ist erst nach vorhergegangener Spal- 
tung mit Alkali beim Kochen positiv. Zur Elementaranalyse 
wurde in der tiblichen Weise bei 100° getrocknet: 

0,1166 g Substanz gaben 0,3222 g CO, und 0,0640 g H,0. 

0,2275 g gaben 12,1 ccm N bei 20° und 718 mm iiber 
33 °/oiger KOH. 

C,,H,,NO, Berechnet: 75,85 C, 5,97 H, 5,54 N. 

Gefunden: 75,43 C, 6,15 H, 5,76 N. 

Die durch Aufspalten mittels Natronlauge und Fallen mit 
Salzséure erhaltene freie Séure schmilzt nach Umkrystallisieren 
mit Alkohol bei 195° unter Zersetzung. 


Phonopyrrolcarbonsaurephthalid. 
Das Ausgangsmaterial wurde durch Reduktion von Hamin 
gewonnen: 30 g Hiimin lieferten 19,7 g Phonopyrrolcarbonsiure- 
pikrat und 4,4 g sirupdses!) Phonopyrrolcarbonsdurengemisch. 


') Vergleiche Ber., Bd. 45, S. 1922 und 1985; alle bisherigen Befunde 
sprechen dafiir, daf\ im Blutfarbstoff nicht die Xanthopyrrolecarbonsdure, 
sondern die von H. Fischer und H. Rése im Bilirubin beobachtete isomere 
Phonopyrrolcarbonsiure vorkommt. Letztere ist iibrigens, ebenso wie die 
Bilirubinséure, auch von Piloty und Thannhauser (A., Bd. 390, S. 191 
[1912]) durch Reduktion des Bilirubins mit Eisessig-Jodwasserstoff erhalten 
worden. Die beiden Herren haben das Resultat dieser schon in der I. Mit- 
teilung tiber Gallenfarbstoff (Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 226 [1911]) von 


mir ausgefiihrten, erfolgversprechenden Untersuchungsmethode nicht ab- 
gewartet. H. Fischer. 
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Nach dem Umkrystallisieren des Phonopyrrolcarbonsaurepikrats 
wurde es mittels Salzséiure in gewohnter Weise in die schén 
krystallisierende Saure verwandelt. 

6 g krystallisierte Phonopyrrolcarbonséure, 6 g Phthal- 
siureanhydrid und 10 cem Eisessig werden 5 Stunden im 
EinschluBrohr auf 180—190° erhitzt. Beim Erkalten ist der 
Rohreninhalt nahezu vollstandig zu einem Krystallbrei erstarrt. 
Man saugt ab und wascht mit Alkohol gut aus. Durch Um- 
krystallisieren aus viel heifem Alkohol erhalt man schwach 
gelb gefirbte Nadelchen vom Schmelzpunkt 225—226°. Aus- 
beute 5 g Rohprodukt. Auch hier tritt die Aldehydreaktion 
erst nach dem Aufspalten mit Alkali ein. Zur Elementar- 
analyse wurde wie tblich bei 100° iiber Phosphorpentoxyd 
getrocknet: 


0,2330 g Substanz gaben 0,5825 g CO, und 0,1150 g H,0. 

0,2770 g Substanz gaben 11,6 ccm N bei 15° und 722 mm 
Druck iiber 33°/oiger KOH. 

C,,H,;NO, Berechnet: 68,66 C, 5,09 H, 4,72-N. 

Gefunden: 68,18 C, 5,52 H, 4,66 N. 

Ein Versuch, aus dem Phthalid der Phonopyrrolcarbonsaure 
Kohlensaiure abzuspaiten durch Erhitzen auf 250—260°, ver- 
lief negativ. 


Sirupése Phonopyrrolcarbonsaure und Phthalsaureanhydrid. 


4,4 g sirup6se Phonopyrrolcarbonsaure, 4,4 Phthalsdure- 
anhydrid und 6,6 ccm Eisessig wurden, wie bei der Phono- 
pyrrolearbonséure beschrieben, erhitzt. Erhalten wurde 0,7 g 
krystallisiertes Material. Gelbe Na&delchen vom Schmelz- 
punkt 223°. Der Mischschmelzpunkt mit dem Phthalid der 
krystallisierten Phonopyrrolearbonsaéure wurde zu 224—225° 
gefunden. Die Analyse bestitigte, dafi das Phthalid der Phono- 
pyrrolcarbonsaure vorlag. 


0),1622 g Substanz gaben 7,1 ccm N bei 16° und 716 mm 
Druck tiber 33°/oiger KOH. 


Berechnet: 4,72 N. 
Gefunden: 4,82 N. 
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Hamoppyrrolphthalid. 


4,7 g Hamopyrrol, 5,5 g Phthalsdéureanhydrid und 8,5 cem 
Eisessig wurden, wie beim Kryptopyrrol beschrieben, ver- 
arbeitet. Die Ausbeute betrug 2,1 g. Aus Alkohol erhalt man 
derbe Prismen von zeisiggelber Farbe vom Schmelzpunkt 140°. 
Der Mischschmelzpunkt mit dem isomeren Kryptopyrrolphthalid 
wurde zu 116° gefunden. Die Aldehydreaktion ist auch hier 
erst nach dem Kochen mit Natronlauge in der Hitze positiv. 

Zur Elementaranalyse wurde in der tblichen Weise iiber 
Phosphorpentoxyd getrocknet: 

0,1655 g Substanz gaben 0,4583 g CO, und 0,0930 g H,O. 

0,2485 g Substanz gaben 12,7 ccm N bei 16° und 722 mm 
Hg tiber 33°/oiger KOH. 

C,.H,,NO, Berechnet: 75,85 C, 5,97 H, 5,54 N. 

Gefunden: 75,52 C, 6,29 H, 5,67 N. 


Tetramethylpyrrol und Phthalsaureanhydrid. 


1,8 g Tetramethylpyrrol, 2,1 g Phthalséureanhydrid und 
3,1 ecm Eisessig wurden im EinschluBrohr 5 Stunden lang auf 
180—190° erhitzt. Nach dem Erkalten war der Rohreninhalt 
von dunkelgefarbten Krystallen durchsetzt, die in der iblichen 
Weise gereinigt wurden. Aus Alkohol erhalt man gelbe, derbe 
Prismen vom Schmelzpunkt 205°. Die A-dehydreaktion ist 
negativ, jedoch in der Hitze positiv nach der Aufspaltung mit 
Natronlauge. Die Analyse bestitigte, daf das Phthalid eines 
Trimethylpyrrols vorlag. Getrocknet wurde in der itiblichen 
Weise: 
0,2435 g Substanz gaben 13,2 ccm N bei 18° und 717 mm 
Hg tiber 33°/oiger KOH. 
Berechnet: 5,86 N. 
Gefunden: 5,94 N. 


Aufspaltung mit Kalilauge. 


2 g des Koérpers werden in siedendem Alkohol geldést 
und in die heige Lésung ein Uberschu8 von 5°/oiger Kalilauge 
einlaufen gelassen. Nach zirka einstiindigem Erhitzen auf dem 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. LXXXII. 18 
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siedenden Wasserbad gewinnt man die freie Séure, die aus 
ca. 20°/oigem Alkohol in derben Prismen krystallisiert. Aus- 
beute 1,7 g. Schmelzpunkt 204° unter Zersetzung. Zur Analyse 
wurde wie tblich getrocknet: 
0),2394 g Substanz gaben 12,3 ccm N bei 19° und 708 mm 

Hg uber 33°/oiger KOH. 

Berechnet: 5,44 N. 

Gefunden: 5,52 N. 


Durch Einwirkung von Phthalséureanhydrid auf 2-4- 
Dimethylpyrrol unter den gleichen Bedingungen, wie auf die 
obigen Pyrrole, wurde in geringer Ausbeute ein bei ca. 170° 
schmelzendes, krystallisierendes Produkt erhalten, das aber 
unter dem Mikroskop keinen einheitlichen Eindruck machte. 
Ebenso unbefriedigend verlief unter den geschilderten Be- 
dingungen die Einwirkung des Phthalséureanhydrids auf 2-4-5- 
Trimethylpyrrol. Wir werden die Versuche fortsetzen. 
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Uber Darstellung von Hamatoporphyrin aus Kohlenoxydbiut. 


Von 
Vinzenz Arnold. 





(Aus der Abteilung fiir Infektionskrankheiten des allgemeinen Krankenhauses in Lemberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Oktober 1912.) 


Das nach Mulder und Hoppe-Seyler durch Einwirkung 
von Schwefelsiure auf Blut oder Blutfarbstoff erhaltene Hé- 
matoporphyrin ist regelmaéfig durch braungefairbte Produkte 
verunreinigt. Ein farbenreines und fiir spektroskopische Beob- 
achtungen sehr geeignetes Haimatoporphyrin lait sich aber er- 
halten, wenn vorher der Sauerstoff des Blutes vollstandig ver- 
dringt wird. Es kann dies am leichtesten und vorteilhaftesten 
durch vollstaéndige Sattigung von defibriniertem menschlichen 
Blut mit Kohlenoxydgas erreicht werden; es ist dabei gleich- 
giiltig, ob dazu reines aus Oxalséure entwickeltes CO oder 
Leuchtgas verwendet wurde; mit Leuchtgas behandeltes Blut 
schien sogar gegen Faulnis widerstandsfahiger zu sein, als mit 
reinem CO gesittigtes Blut. Das nach einigem Stehen sich 
abscheidende Serum wird abgegossen, da es vorteilhafter ist, 
ein mehr konzentriertes Blut zu verwenden. Man tragt das 
Blut portionenweise in konzentrierte Schwefelséure ein und 
verreibt es sogleich bis zur vollstandigen Loésung mit der Saure. 
Man erhalt eine klare kirschrote oder himbeerrote Haimato- 
porphyrinlésung; eine verdiinnte Probe ist rosaviolett und zeigt 
das saure Himatoporphyrinspektrum mit grofer Schirfe. Man 
tragt das Blut so lange ein, bis eine Probe in Wasser gegossen 
das Hamatoporphyrin in ziemlich derben, roten Flocken aus- 
fallen 1a6t. Vor dem EingieBen der Lésung in Wasser hat 
man sich noch durch spektroskopische Untersuchung einer 
Probe von der Abwesenheit von Hamatin zu iiberzeugen; Hi- 
matin kénnte sich bei ungeniigender Einwirkung der Schwefel- 


18* 
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siure bilden, die himbeerrote Farbung der Lésung laéBt aber 
schon auf Abwesenheit von Hamatin schlieBen. Um das Ha- 
matoporphyrin auszufallen, wird jetzt destilliertes Wasser in 
die Lésung gegossen; es fillt dabei zugleich mit dem in der 
Schwefelséure gelésten Bluteiweif fast alles Himatoporphyrin 
in Gestalt von rosavioletten Fléckchen aus, die die Neigung 
zeigen, sich zu derberen, dunkelroten Flocken zusammenzu- 
ballen. Man bringt diese auf ein Filter und wascht sie hier 
mit oft erneuertem Wasser, welches rasch abgegossen wird, 
da die ausgeschiedenen Flocken die Neigung haben, sich in 
der sauren Fliissigkeit wieder teilweise aufzulésen. Da das 
ausgeschiedene Himatoporphyrin dem Filter ziemlich fest an- 
haftet, so ist dies unschwer durchzufiihren. So lange den 
Flocken noch etwas Siéure anhaftet, losen sie sich unschwer 
in Wasser oder verdiinntem Alkohol. Eine solche Lésung ist 
von rosavioletter Farbung, in starkerer Konzentration kirsch- 
farben. Auf vorsichtigen Zusatz von Bromwasser geht die rosen- 
rote Farbung einer solchen Lésung in Violett tiber, wahrend 
gleichzeitig bei spektroskopischer Untersuchung derselben ein 
dunkles Absorptionsband nahe bei C auftritt; auf weiteren 
Bromzusatz wird die violette Farbe unrein und geht schlieBlich 
in Griin tiber. 

Auch die alkalische Loésung des Farbstoffes ist von rein 
roter Fiarbung, ohne jedoch den lebhaften Farbenton einer 
sauren Losung zu erreichen. Eine verdiinnte alkalische Lésung 
ist rosarot. Es verhalt sich also in dieser Hinsicht dieses aus 
Kohlenoxydblut gewonnene Himatoporphyrin wie jedes andere 
reine Hiimatoporphyrinpraparat, sei dasselbe aus Harn nach 
dem Garrodschen Verfahren, oder aus Hamin nach der Vor- 
schrift von Nencki und Sieber dargestellt. 

Ein mit Kohlenoxyd gesattigtes Blut laBt sich durch ziem- 
lich lange Zeit, besonders in der K&lte, aufbewahren, doch ist 
ein bereits in Faéulnis geratenes Blut zur Darstellung von Himato- 
porphyrin nicht mehr geeignet, weil dann das Himatoporphyrin 
durch EingieBen in Wasser nur ungeniigend ausgefallt wird. 

Verreibt man frisches Blut mit konzentrierter Schwefel- 
siiure, so erhalt man eine fast braun gefairbte Lésung. Die sich 
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auf Zusatz von Wasser ausscheidenden Hiimatoporphyrinflocken 
sind miffarbig braun, die alkalische Liésung eines Fléckchens 
ist braun oder gelbbraun. Eine etwas reinere Lésung erlangt 
man durch Auflésung von krystallisiertem Himin in Schwefel- 
siure; die durch EingieBen in Wasser erhaltenen Himatopor- 
phyrinflocken sind jedoch von brauner Farbe. 

DaB das eben beschriebene Verhalten des Kohlenoxyd- 
blutes auf Verdriingung des Sauerstoffes beruht und nicht etwa 
eine spezifische Reaktion des Kohlenoxydblutes darstellt, konnte 
dadurch bewiesen werden, daf der Sauerstoff des Blutes nicht 
durch CO, sondern auf andere Weise verdriingt wurde. Durch 
frisches, defibriniertes Blut wurde solange ein Strom von 
Wasserstoffgas geleitet, bis alles Oxyhimoglobin in reduziertes 
Hamoglobin umgewandelt war; die aus diesem Blut dargestellte 
HimatoporphyrinlOsung war ebenfalls von reiner kirschroter 
Farbe. In gleicher Weise verhielt sich durch Fiaulnis verdindertes 
Blut, sobald alles Oxyhaimoglobin zu reduziertem Hamoglobin 
umgewandelt war. Das aus Kohlenoxydblut erhaltene Hiimato- 
porphyrin war jedoch farbenreiner, was wahrscheinlich darauf 
zurickzufiihren ist, daf nicht alles Oxyhimoglobin in redu- 
ziertes Himoglobin verwandelt worden war, oder daf das re- 
duzierte Haimoglobin sich wieder teilweise in Oxyhiémoglobin 
zuriick verwandeln konnte. Es ist daher jedenfalls Kohlen- 
oxydblut zur Darstellung von Haématoporphyrin nach Hoppe - 
Seyler vorzuziehen, da die Méglichkeit einer Riickverwandlung 
in Oxyhéimoglobin hier kaum in Betracht zu ziehen ist. Wurde 
das reduzierte Hamoglobin durch wiederholtes UbergieBen des 
Blutes in Oxyhaémoglobin zuriickverwandelt, so wurde wieder 
mit konzentrierter Schwefelsaéure eine miffarbige braune L6- 
sung erhalten. 
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Ohne auf andere Ansichten zu reflektieren, will ich an- 
nehmen, die Fermente seien chemisch wohl definierbare Stoffe 
und ihre Wirkung sei nur eine Funktion ihrer chemischen 
Konstitution. Das hiefe mit anderen Worten: Wenn ein Stoff 
bestimmte Fermentwirkungen hervorbringen soll, dann muB er 
auch ein ganz bestimmtes chemisches Gefiige besitzen. 

In der weiteren Verfolgung dieses Gedankens erscheint 
es durchaus nicht notwendig anzunehmen, daB das gesamte 
Gefiige eines Stoffes fiir die Fermentwirkung mafgebend wire, 
es ist vielmehr auch ganz gut denkbar, da’ die Fermentwirkung 
nur von bestimmten Atomgruppen ausgeht, wéhrend der ganze 
iibrige Atomenkomplex des Fermentes fiir die Fermentwirkung 
irrelevant ist und eine beliebige Struktur besitzen kann. 

Diese Gedanken sind nichts Neues, sie sind im wesentlichen 
eine Formulierung des Grundgedankens der Ehrlichschen 
Seitenkettentheorie auf die Fermente angewendet. Ich will je- 
doch, um mir modglichste Unabhingigkeit zu wahren, auf diese 
Theorie, insbesondere aber auf deren Nomenklatur weiter keine 
Riicksicht nehmen. 

Um Aufschluf dariiber zu erhalten, welche Atomgruppen 
fiir eine bestimmte Fermentwirkung notwendig sind, habe ich 
eine gréBere Anzahl von Versuchen angestellt, die ich fortzu- 
setzen gedenke. Ich habe auf Fermente Reagenzien einwirken 
lassen, in der Absicht, dadurch gewisse kleinere Atomgruppen 
chemisch zu binden oder diese zu zerstOren, und habe dann 
nachgesehen, ob durch diese Behandlung die Fermentwirkung 
geschiidigt, bezw. aufgehoben wird, oder ob sie intakt bleibt. 
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Auch dieser Gedanke ist nicht neu, doch ist mir nicht 
bekannt, dafB Versuche in gleicher oder ahnlicher Weise, wie 
ich sie angestellt habe, schon von anderer Seite durchgefiihrt 
worden wiren. 

Die praktische Ausfiihrung dieses Gedankens st6Bt indes 
auf erhebliche Schwierigkeiten und gibt auSerordentlich leicht 
zu Fehlschliissen Anlaf. 

Eine grofbe Schwierigkeit besteht darin, dal} die Reagenzien, 
welche wir zur Bindung oder Zerst6rung einer Atomgruppe 
verwenden, in der Regel nicht eindeutig sind, indem sie auch 
auf andere Atomgruppen wirken kénnen. Es kénnen darum 
positive Schliisse auf eine bestimmte Atomgruppe nur durch 
Vergleichung der Wirkung von verschiedenen Reagenzien ge- 
zogen werden. 

Die Reagenzien, welche ich angewendet habe, sind keine 
Reagenzien, von denen man sich im allgemeinen «milde» Wir- 
kungen verspricht. Da wir nun gewohnt sind, die Fermente 
sozusagen mit Handschuhen anzugreifen, so mégen eingreifende 
Reaktionen gerade bei den Fermenten auf den ersten Blick 
sinnlos erscheinen. Ich erinnere aber nur daran, da auch die 
Eiweifstoffe seinerzeit als ein solches Noli me tangere be- 
trachtet worden sind, und dafi man iiber deren Konstitution 
erst dann Aufschlufs bekam, als man sie mit konzentrierterer 
Salzsdure zerkochte. Dieses Bedenken gebot jedoch zwei Vor- 
sichtsmaBregeln, welche ich bei meinen Versuchen beobachten 
zu miissen glaubte: 

Wenn ein Reagens die Fermentwirkung schadigt, so kann 
die Schadigung ent weder darauf beruhen, daB die fiir die Ferment- 
wirkung notwendigen Atomgruppen gebunden, bezw. chemisch 
verandert worden sind, oder darauf, daf das grébere Gefiige 
des Fermentes zerstOrt worden ist. Es miifte also in jedem 
einzelnen Falle erst nachgewiesen werden, dab die Schadigung 
nur auf der Bindung, bezw. Zerst6érung einzelner Atomgruppen 
beruhte, nicht aber auf der Zerst6rung des gréberen Gefiiges 
der Substanz, die in den weitaus meisten Fallen wohl als 
Hydrolyse zu denken sein wird. 

Ich mufte daher einerseits trachten, durch geeignete Be- 
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handlung die chemische Verbindung des Reagenses mit dem 
Fermente zu lésen, bezw. die angegriffene Atomgruppe wieder 
herzustellen und damit auch die Wirksamkeit des geschiadigten 
Fermentes. 

Anderseits muften in meinen Versuchen hydrolytische 
Vorginge vollstindig ausgeschlossen werden. Dieser letzteren 
Forderung glaubte ich am wirksamsten dadurch entsprechen 
zu kénnen, dafi ich gasformige Reagenzien in trockenem Zu- 
stande auf die sorgfiltigst getrockneten Fermentpraparate ein- 
wirken lieb. 

Trotzdem sollte aber noch der direkte Nachweis des 
Fehlens hydrolytischer Vorginge versucht werden. Dieser 
Nachweis diirfte wohl bei unserer heutigen Kenntnis der Fer- 
mente kaum vollkommen einwandfrei erbracht werden k6nnen. 
Ich versuchte aber wenigstens den Wahrscheinlichkeitsbeweis, 
indem ich von folgender Uberlegung ausging: 

Wenn auch schon einzelne Fermentpraparate dargestellt 
worden sind, welche keinerlei EiweiBreaktionen mehr zeigten, 
so schwebt uns doch der Gedanke vor, es seien die Fermente 
doch Eiweifstoffe oder eiweibahnliche Stoffe. Es ware ja auch 
ganz gut denkbar, da’ die Fermente, und zwar auch diejenigen, 
welche keine Eiweifreaktionen zeigen, Produkte eines ganz 
spezifischen Abbaus von Eiweifstoffen sind, etwa in der Hohe 
der Albumosen, daf sie sich in gewissen Atomgruppierungen von 
den Verdauungsalbumosen unterscheiden, ohne die fiir Kiweib- 
stoffe charakteristische siureamidartige Bindung —CO—NH— 
verloren zu haben. Sie wiren also in dieser Beziehung eiweib- 
iihnliche Stoffe und brauchten trotzdem die meisten Kiweib- 
reaktionen nicht zu zeigen. 

In allen diesen Fiillen lieBe sich der Nachweis einer hydro- 
lytischen Spaltung direkt erbringen durch die Formoltitrierung 
nach Sérensen und durch die Bestimmung des Amidstickstoffs 
mit salpetriger Séure nach van Slyke. Aber auch fir den 
Fall, dafS Fermente etwas ganz anderes waren, etwa kohlen- 
hydratartige Stoffe, gestatten diese Methoden noch Schliisse von 
groberer oder geringerer Wahrscheinlichkeit; denn wenn durch 
die Einwirkung eines Reagenses die in Fermentpriparaten ent- 
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haltenen Eiweifstoffe nicht gespalten worden sind, dann besteht 
auch einige Wahrscheinlichkeit, daf8 auch die darin enthaltenen 
anderen Stoffe nicht gespalten worden sind. 

In diesem Sinne habe ich die unveriinderten Ferment- 
praparate, sowie die durch Reagenzien verinderten Ferment- 
praparate stets der Kontrolle nach den Methoden von Sérensen 
und von van Slyke unterworfen und die erhaltenen Werte 
miteinander verglichen. 

Gegen die kritiklose Verwendung der van Slykeschen 
Methode namentlich zur Kontrolle hydrolytischer Vorginge sind 
kiirzlich von Abderhalden Bedenken geiufert worden. Mir 
sind ahnliche Bedenken schon vor der genannten Publikation 
aufgestiegen. Auch mir hatte es sich gezeigt, dai die Menge 
des Stickstoffs, welcher bei der Einwirkung der salpetrigen 
Saiure auf meine Priéparate in Freiheit gesetzt wird, nicht ganz 
unabhingig ist von der Dauer der Einwirkung der salpetrigen 
Sdure. Anderseits schien eine 5 Minuten dauernde Einwirkung 
bei meinen Praparaten nicht zu geniigen. Bei linger dauernder 
Einwirkung mute auberdem noch vermutet werden, daB auch 
andere Faktoren, wie Teimperatur, Art des Schiittelns, vielleicht 
auch noch ganz unbekannte Faktoren mit im Spiele seien. 
Ich verzichtete daher, um dieses wertvolle Hilfsmittel nicht ganz 
verlieren zu miissen, auf absolute Werte und wiihlte den Aus- 
weg, dafi ich die Gasentwicklung jedesmal so lange andauern 
lieB, bis das Gasgemenge in der Birette (Stickstoff +- Stick- 
oxyd) 50 ccm betrug. Im iibrigen wurden bei allen Versuchen 
tunlichst dieselben Bedingungen eingehalten. Da es mir nur 
darauf ankam, zu wissen, ob iiberhaupt ein nennenswerter 
Unterschied zwischen den vorbehandelten und den urspriing- 
lichen Praparaten besteht, so glaube ich, daB die Methode in der 
von mir angewendeten Form fiir meine Zwecke brauchbar ist. 

Wenn, wie ich es gemacht habe, feste Stoffe — und seien 
sie noch so fein gepulvert — der Einwirkung von Gasen aus- 
gesetzt werden, so ist der Verdacht wohl gerechtfertigt, daB die 
Einwirkung des Gases nur auf der Oberfliiche jedes Pulver- 
teilchens stattfindet, wahrend das Innere des Pulverteilchens 
unberiihrt bleibt. Dieser Einwand wurde in meinen Versuchen 








280) Theodor Panzer, 


durch die Tatsachen widerlegt. Es hat sich namlich gezeigt, 
daB es anstandslos gelingt, die Wirkung eines Fermentes durch 
die Einwirkung eines bestimmten Gases vollstiindig zu _ ver- 
nichten und durch die Einwirkung eines anderen geeigneten 
Gases wieder vollkommen herzustellen. 

Eine weitere Komplikation bei Versuchen tber Einwirkung 
von Gasen auf feste Stoffe bilden Ab- und Adsorption. In der 
Tat war es auch bei meinen Untersuchungen nicht immer leicht 
zu beurteilen, wieviel von einem Gase chemisch gebunden war 
und wieviel durch physikalische Kriafte festgehalten wurde. 

Im Anfange meiner Untersuchungen habe ich eine gréBere 
Menge eines Fermentpraparates mit einem Gase behandelt und 
dann von diesem veriinderten Praparate einzelne Portionen fiir 
weitere Untersuchungen entnommen. Dieser Vorgang erwies sich 
nicht als praktisch, weil die durch Gase veranderten Ferment- 
praparate zumeist viel zu empfindlich gegen Luftfeuchtigkeit 
waren. Ich habe daher ftir jeden Versuch eine eigene Probe des 
Fermentpriparates mit dem Gase behandelt. Gewif ergeben 
sich auch aus diesem Vorgange eigene Fehler, doch erschienen 
mir diese geringer als die durch den Einflu’ der Luftfeuchtig- 
keit beim Abteilen einer gréBeren Menge eines vorbehandelten 
Fermentpriiparates bedingten Fehler. 

Die Fermentpriparate, welche ich zu meinen Versuchen 
verwendet habe, waren nicht gerade die reinsten Ferment- 
priiparate, welche tiberhaupt dargestellt werden kénnen. Ab- 
gesehen davon, dafi die Herstellung solcher Praparate recht 
miihevoll und auch kostspielig ist, sind derartige Praparate haufig 
auch recht wenig haltbar. Anderseits brauchte ich fiir meine 
Versuche relativ grofie Mengen von Fermentpraparaten und es 
mu wohl bezweifelt werden, ob die Herstellung solcher Mengen 
tunlich ist. Ich habe daher entweder mit Handelspraparaten 
oder aber mit mehr oder weniger gereinigten Praparaten, zum 
Teil auch mit selbst hergestellten Praiparaten, gearbeitet. Es 
hat sich iibrigens ergeben, daf gewisse Gase auf unreinere 
Priparate etwas anders wirken als auf reinere. 

Ich will diese allgemeinen Erérterungen nicht abschliefen, 
ohne noch einen gewichtigen Einwand zu erodrtern, der gegen 














Einwirkung von Chlorwasserstoffgas auf Diastase. I. 281 


meine Versuche gemacht werden kénnte. Meine Untersuchungen 
sind, streng genommen, Konstitutionsbestimmungen an Fer- 
menten. Konstitutionsbestimmungen nimmt man nach den all- 
gemeinen Arbeitsregeln der Chemie erst dann vor, wenn man 
einen Stoff in vollkommen reinem Zustande in Hiinden hat. Somit 
wiirden meine Untersuchungen einer Versiindigung gegen diese 
goldene Regel gleichkommen; es miifte vielmehr mit derartigen 
Untersuchungen gewartet werden, bis man gelernt hat, Fermente 
als vollkommen reine, einheitliche Substanzen herzustellen. 

Versuche, solche reinen, einheitlichen Fermentpriiparate zu 
bekommen, sind schon oft gemacht worden und diirften bisher 
wohl noch niemals gelungen sein. Ein Grund fiir dieses Mif- 
lingen liegt wohl darin, daB man tiber die chemische Natur der 
Fermente hdchstens weil, was sie nicht sind. 

Ubrigens ist auch hier ein schon eingangs geiuferter Ge- 
danke nicht von der Hand zu weisen. Es wiire niamlich ganz 
gut denkbar, daf die natiirlichen Fermente itiberhaupt keine ein- 
heitlichen Stoffe sind, sondern Gemenge von Stoffen. Dieses 
Gemenge kénnte entweder aus Stoffen bestehen, von denen jeder 
die fiir die Fermentwirkung erforderlichen Atomgruppen enthilt, 
wahrend sie im tibrigen Aufbau verschieden, vielleicht Homologe 
derselben Reihe oder iihnliches sind. Es kénnten aber auch die 
fiir die Fermentwirkung erforderlichen Atomgruppen in diesem 
Gemenge auf verschiedene Stoffe verteilt sein, soda ein Fer- 
ment eine von der Natur gerade gliicklich getroffene Mischung 
verschiedener Stoffe wire. Diese letzte Méglichkeit ist nichts 
gar so ganz Absurdes. Kennen wir ja doch schon mehrere 
Fermentwirkungen, zu deren Zustandekommen die Anwesenheit 
von, soviel wir heute wissen, mindestens zwei Stoffen erforderlich 
ist. Man denke nur an die Kofermente, daran, dai zur Trypsin- 
wirkung die Gegenwart der Enterokinase, zur Labwirkung die 
Anwesenheit von Calciumverbindungen gehért usw. 

Gesetzt den Fall, die Fermente wiren wirklich Gemenge 
dieser oder jener Art, dann gewaénne die Frage ihrer Rein- 
darstellung eine ganz andere Richtung und es erschiene voll- 
kommen begreiflich, warum alle bisher dahin gerichteten Be- 
strebungen fehlschlagen muBten. Es scheint aber unter solchen 
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Umstanden nicht aussichtslos, daBb diesen Fragen naher getreten 
werden konnte, wenn es gelingt, einzelne fiir die Fementwirkung 
notwendige Atomgruppen nachzuweisen. 

Untersuchungen von unreinen Fermentpréparaten haben 
gegenlber Untersuchungen an Gemengen anderer chemischer 
Stoffe einen grofen Vorteil: man kann bei Fermentpraparaten 
leicht konstatieren, ob die Einwirkung eines Reagenses das Fer- 
ment betroffen hat oder nur eine Verunreinigung, weil man die 
Fermentwirkung priifen kann. Bei anderen unreinen Substanzen 
fallt dieses Moment weg. 

Aus all diesen Griinden darf bei den Fermenten wohl von 
der allgemeinen Regel Umgang genommen werden und es diirfen 
gewisse Konstitutionsfragen erdrtert werden, ohne daf man reine, 
einheitliche Fermente zur Verfiigung hat. Der von mir betretene 
Weg darf demnach als gangbar bezeichnet werden. GewiB er- 
scheint er schon auf den ersten Blick miihevoller als der iiber 
die beabsichtigte Reindarstellung der Fermente, und es erscheint 
mehr als fraglich, ob er zum letzten Ziele, némlich zur Kenntnis 
der chemischen Natur und der Konstitution eines Fermentes 
fiihren kann. Aber auch der andere Weg hat bisher noch nicht 
zum Ziele gefiihrt. Darum glaube ich: wenn es auf dem einen 
Wege nicht zu gehen scheint, soll man es auf dem anderen 
wenigstens versuchen. 

Ein naher gestecktes Ziel dieses Weges mag tbrigens 
erreichbar scheinen; man koénnte vielleicht auf diesem Wege 
soviel tiber die chemische Natur der Fermente erfahren, dab 
deren Reindarstellung erméglicht wird. Auch dieses Ziel allein 
scheint mir schon erstrebenswert genug, um wenigstens den 
Versuch zu seiner Erreichung zu machen, selbst wenn er viel 
Arbeit kostet. | 

Ich bin mir aber wohl bewuBt, daB der von mir betretene 
Weg iiuBerste Vorsicht in jeder Beziehung erheischt, insbesondere 
aiuBerste Vorsicht in SchluBfolgerungen. Jede dieser Schluf- 
folgerungen kann sich nur auf die Vergleichung zweier Praparate 
stiitzen; sie kann sich leider nicht auf absolute Werte aufbauen. 
Darum habe ich mir weitgehende Reserve in meinen SchluBfol- 
gerungen auferlegt und oft Schliisse nicht gezogen, welche nach 
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den Untersuchungsergebnissen naheliegend erscheinen mégen. 
DaB hier selbst bei grofer Vorsicht Fehlschliisse unterlaufen 
kénnen, erscheint nach dem Gesagten nur zu_begreiflich. 
Ubrigens halte ich die Zeit fiir weitgehende Schlu8folgerungen 
noch nicht fiir gekommen. Es handelt sich zundchst haupt- 
sichlich nur um die Sammlung von Tatsachen. 

In dem vorliegenden Aufsatze will ich tiber Versuche be- 
richten, welche sich mit der Einwirkung von trockenem Chlor- 
wasserstoff auf trockene Diastase befassen. 

Verwendete Diastasepriparate. 

Die Diastasepraparate, welche ich zu meinen Versuchen 
verwendet habe, waren zum einen Teile von Kahlbaum be- 
zogen, zum anderen Teile habe ich Kahl baumsche Praparate 
einer Reinigung unterworfen. 

Die urspriinglichen Kahlbaumschen Priparate stammten 
von drei Sendungen, ich bezeichne sie mit «Diastase I, II und III». 
Diese Priiparate enthielten gréBere Mengen von Milchzucker. 
Da dieser Milchzuckergehalt die Resultate meiner Versuche 
beeintrichtigen konnte, so habe ich einen Teil dieser Praparate 
vom Milchzucker ganz oder teilweise befreit. 

10 g des Priparates Diastase I wurden mit 200 cem Wasser 
angeriihrt und die tribe Fliissigkeit in 2 Liter 95°/oigen 
Alkohols gegossen. Nach dem Absitzen des Niederschlages 
wurde filtriert, der Niederschlag mit 95°/oigem Alkohol, darauf 
mit absolutem Alkohol und schlieBlich mit wasserfreiem Ather 
gewaschen und tiber Chlorcalcium getrocknet. Ich bezeichne 
dieses Praparat mit «Diastase gereinigt I»; es enthielt noch Spuren 
von Zucker und enthielt ferner auch die im Wasser unlds- 
lichen Bestandteile des Kahlbaumschen Diastasepriparates. 

Ein zuckerfreies Praparat wurde erhalten, indem 50 g 
Diastase I] mit einem Liter Wasser angeriihrt wurden, die 
Lésung wurde filtriert und in 10 Liter 95°/oigen Alkohols ge- 
gossen. Nachdem der entstandene Niederschlag auf einem Filter 
gesammelt, mit 95°/oigem Alkohol gewaschen, durch Abpressen 
von Alkohol ziemlich befreit worden war, wurde er aber- 
mals in einem Liter Wasser geldst, die L6sung von ein paar 
ungelésten Flocken abfiltriert und wieder in 10 Liter 95°/o igen 
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Alkohols gegossen. Der entstandene Niederschlag, mit 95°/oigem, 
dann mit absolutem Alkohol, schlieBlich mit wasserfreiem 
Ather gewaschen und iiber Chlorcalcium getrocknet, bildete 
das Praparat «Diastase gereinigt III». Es liste sich in Wasser 
vollstiindig auf, die Losung reduzierte beim Kochen Fehling- 
sche Fliissigkeit nicht einmal in Spuren. 

In ganz analoger Weise wurde das Priparat «Diastase 
gereinigt IV» gewonnen, indem 100 g Diastase II in 1 Liter 
Wasser gelost, die filtrierte L6sung in 10 Liter Alkohol gegossen 
und die Fallung wiederholt wurde. Auch dieses Praparat 
léste sich in Wasser vollsténdig auf und reduzierte Fehling- 
sche Fliissigkeit nicht im mindesten. 

Alle Priparate reagierten auf Lackmusfarbstoff neutral. 
Wurden je 0,2 g der Praparate in Wasser geldst, die Loésung 
mit neutraler Lackmustinktur versetzt, so geniigte schon je 
ein Tropfen Zehntelnormallauge, um die violette Farbe der 
Losung in Blau tiberzufiihren. Gegen Phenolphthalein jedoch 
zeigten alle Priparate saure Reaktion. 

Die quantitative Bestimmung des Stickstoffes nach Dumas 
in diesen Praparaten, ferner die quantitative Bestimmung der 
Asche, die Bestimmung der Aciditét gegen Phenolphthalein 
durch Titrierung mit Lauge, die Formoltitrierung und die 
quantitative Bestimmung des Amidstickstoffes nach van Slyke 
ergab folgende Resultate, wobei die Praéparate im Vakuum- 
exsikkator iiber Schwefelsiure bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet waren. 

Diastase I. 

Stickstoff: 0,2363 g lieferten 9,3 ccm N bei 19,0° C. 
und 751,3 mm, entsprechend 4,57°/o N; 

0.2255 g lieferten 8,8 ccm N bei 19,0° C. und 753,1 mm, 
entsprechend 4,54°/o N; 

im Mittel: 4,56°/o N. 

Asche: 0,2143 g lieferten 0,0063 g Asche, entsprechend 
2,94°/o Asche; 

0,2308 g lieferten 0,0069 g Asche, entsprechend 2,99°/o 


Asche ; 
im Mittel: 2,97°/o Asche. 
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Amidstickstoff: 0,5579 g lieferten 4,4 ccm N bei 27,2°C. 
und 752,1 mm, entsprechend 0,43°/o N; 
0,4065 g lieferten 3,4 ccm N bei 20,2° C. und 738,1 mm, 
entsprechend 0,46°/o N; 
im Mittel: 0,45°%/o N. 


Diastase Il. 

Stickstoff: 0,2924 g lieferten 11,6 ccm N bei 16,2° C. 
und 743,2 mm, entsprechend 4,60°/o N; 

0,2333 g lieferten 9,2 com N bei 20,8° C. und 744,8 mm, 
entsprechend 4,51 °/o N; 

im Mittel: 4,56°/o N. 

Asche: 0,2572 g lieferten 0,0088 g Asche, entsprechend 
3,42 9/9 Asche ; 

0,2983 g lieferten 0,0108 g Asche, entsprechend 3,96 °/o 
Asche; 

0,1923 g lieferten 0,0071 g Asche, entsprechend 3,69 °/o 
Asche; 

im Mittel: 3,83°/o Asche. 

Amidstickstoff: 0,4563 g lieferten 2,9 ccm N bei 23,5°C. 
und 752,0 mm, entsprechend 0,35°/o N; 

0,4719 g lieferten 2,8 ccm N bei 20,9° C. und 739,7 mm, 
entsprechend 0,33°/o N; 

im Mittel: 0,34°/o N. 

Titrierung und Formoltitrierung: 0,9596°%o ver- 
brauchten zur Neutralisation 0,351 ccm Normallauge (ent- 
sprechend 36,6 ccm fiir 100 g Substanz), weiter nach Zusatz 
von Formol 0,115 ccm Normallauge, entsprechend 0,17°/o N; 

0,9782 g verbrauchten zur Neutralisation 0,339 ccm. 
Normallauge (entsprechend 34,7 cem fiir 100 g Substanz), 
weiter nach Zusatz von Formol 0,103 cem Normallauge, ent- 
sprechend 0,15°/o N; 

im Mittel: zur Neutralisation 35,7 ccm Normallauge fiir 
100 g Substanz und 0.16°/o formoltitrierbarer Stickstoff. 


Diastase III. 
Stickstoff: 0,2533 g lieferten 10,1 ccm N bei 17,8° C. 
und 744,1 mm, entsprechend 4,60°/o N; 
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0),2225 g lieferten 8,4 ccm N bei 17,4° C. und 729,4 mm, 
entsprechend 4,28 °/o N; 
im Mittel: 4,44°/o N. 


Asche: 0,3281 g lieferten 0,0100 g Asche, entsprechend 
3,05°/o Asche ; 
0,2728 g lieferten 0,0082 g Asche, entsprechend 3,01 °/o 


Asche; 
im Mittel: 3,03°/o Asche. 


Amidstickstoff: 0,5403 g lieferten 3,3 ccm N_ bei 
19,1° C. und 744,1 mm, entsprechend 0,34°/o N; 

0,5479 g lieferten 3,3 com N bei 19,2° C. und 743,8 mm, 
entsprechend 0,34°/o N: 


im Mittel: 0,34°/o N. 


Titrierung und Formoltitrierung: 0,5109 g ver- 
brauchten zur Neutralisation 0,120 ccm Normallauge (ent- 
sprechend 23,5 ccm fiir 100 g Substanz), weiter nach Zusatz 
von Formol 0,074 cem Normallauge, entsprechend 0,20°/o N; 

0,5622 g verbrauchten zur Neutralisation 0,131 ccm 
Normallauge (entsprechend 23,7 ccm fir 100 g Substanz), weiter 
nach Zusatz von Formol 0,079 ccm Normallauge, entsprechend 
0,20°/o N; 

im Mittel: zur Neutralisation 23,6 ccm Normallauge fiir 
100 g Substanz und 0,20°/o formoltitrierbarer Stickstoff. 


Diastase gereinigt I. 


Stickstoff: 0,2555 g lieferten 14,7 ccm N bei 20,5° C. 
und 753,0 mm, entsprechend 6,66°/o N; 

0,1767 g lieferten 10,2 ccm N bei 17,3° C. und 758,5 mm, 
entsprechend 6,80°/o N; 


im Mittel: 6,73°%o N. 


Asche: 0,2068 g lieferten 0,0084 g Asche, entsprechend 
4,06°/o Asche; 
0,2016 g lieferten 0,0082 g Asche, entsprechend 4,07°/o 
Asche ; 
im Mittel: 4,07°/o Asche. 
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Diastase gereinigt III. 

Stickstoff: 0,1700 g lieferten 8,2 ccm N_ bei 20,5°% 5 C. 
und 747,5 mm, entsprechend 5,54°/o N; 

0.1772 g lieferten 8,9 ccm N bei 24,0°/o C. und 745,3 mm, 
entsprechend 569° o N; 

im Mittel: 5,62°/o N. 

Asche: 0,165% g lieferten 0,0061 g Asche, entsprechend 
3.69 °/o Asche: 

0,2542 g lieferten 0,0080 g Asche, entsprechend 3,41° » 
Asche: 

im Mittel: 3,55°/o Asche. 

Amidstickstoff: 0,4486 g lieferten 3,4 ccm N_ bei 
23.7° C. und 752,0 mm, entsprechend 0,42°/o N: 

0,4972 ¢ lieferten 3,3 com N bei 18,4° C. und 747,7 mm, 
entsprechend 0,38°/o N; 

im Mittel: 0,40°%/o N. 
Diastase gereinigt IV. 

Stickstoff: 0,1780 g lieferten 8,6 ccm N bei 20,8° ©. 
und 741,0 mm, entsprechend 5,50° N; 

(),2048 g lieferten 9,7 com N bei 20,3° C. und 742,4 mm, 
entsprechend 5,42°/o N; 

im Mittel: 5,46°/o N. 

Asche: 0,1632 g lieferten 0,0057 g Asche, entsprechend 
3,00"; Asche; 

0,2327 g lieferten 0,0084 g Asche, entsprechend 3,61° » 
Asche; 

im Mittel: 3,56°/o Asche. 

Amidstickstoff: 0,4647 g lieferten 3,2 cem N_ bei 
16.8° C. und 744,7 mm, entsprechend 0,39°/o N; 

0,5386 g lieferten 4,6 cem N bei 20,3° C. und 737,1 mm, 
entsprechend 0,47°/o N; 

im Mittel: 0,43°/o N. 

Titrierung und Formoltitrierung: 0,4575 g_ver- 
brauchten zur Neutralisation 0,158 ccm Normallauge (ent- 
sprechend 34,5 ccm fir 100 g Substanz), weiter nach Zusatz 
von Formol 0,048 ccm Normallauge, entsprechend 0,15°/o N: 
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0,4727 g verbrauchten zur Neutralisation 0,143 ccm 
Normallauge (entsprechend 30,3 ccm fiir 100 g Substanz), weiter 
nach Zusatz von Formol 0,071 ccm Normallauge, entsprechend 
0.21%. N; 

im Mittel: zur Neutralisation 32,4 ccm Normallauge fiir 
100 g Substanz und 0,18°/o formoltitrierbarer Stickstoff. 

Zu den Bestimmungen des Amidstickstoffs sei bemerkt, 
dab bei den angegebenen Stickstoffvolumina die Korrektur fiir 
den Gasgehalt des Lésungsmittels mit inbegriffen ist. 

Zur Bestimmung der Aciditit wurde die gewogene Sub- 
stanz in 20 cem Wasser geldst, die Lésung nach Zusatz von 
Phenolphthalein mit einem etwas griBeren Uberschusse von 
''5-Normal-Barytwasser versetzt und dann eben bis zur Ent- 
fiirbung mil !/5-Normal-Salzsaiure zuriicktitriert. Dieses Ver- 
fahren hatte den Zweck, die in den Praparaten enthaltenen 
Phosphate fiir den scharfen Farbenumschlag unschiidlich zu 
machen. Nach beendigter Neutralisation wurden zur Loésung 
10cem Formalinlésung zugesetzt und diese Fliissigkeit in tiblicher 
Weise gegen eine Kontrollprobe bis zur schwachen Rosafiirbuny 
austitriert. 

Die folgende Tabelle gibt eine Zusammenstellung der 
Mittelwerte in Prozenten: 


| 





| | Aciditat 
! Stick- | Amid- | Formol- - ee 
Asche — stick- titrierbarer | Normallauge 
— stoff | | | far 100 ¢ 
| stoff | Stickstoff | Substanz 
| H 
Diastase [.....| 4561 297| 046 | — | — 
; W.....] 456 | 383 | 034 | O46 | 33,7 
> W.....| 446 | 303 | 034 | 020 | 236 
Diastase gereinigt I.) 6,73 | 407 | — | — | ee 
; » I.| 562] 366] O40 | -— | — 
, > IW.! 546) 356 | 048 | O18 | 324 


Behandlung mit Chlorwasserstoffgas. 


Ehe ich in die Beschreibung der Versuche eingehe, will 
ich deren Hauptergebnisse vorwegnehmend zusammenfassen. 
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Die Diastasepriparate nehmen relativ viel Chlor- 
wasserstoff auf und binden diesen anscheinend zu 
einer lockeren chemischen Verbindung. Dadurch ver- 
lieren die Priparate ihre Wirksamkeit. Wird dieser 
Verbindung jedoch der Chlorwasserstoff wieder ent- 
zogen, so erlangen die Priparate ihre Wirksamkeit 


wieder. !) 

Zur Behandlung mit Chlorwasserstoffgas wurden die Pri- 
parate in Wageglischen eingewogen und in diesen im Vakuum- 
exsikkator tiber Schwefelsiiure bis zum konstanten Gewichte 
setrocknet. Das Wigeglischen samt dem trockenen Praparate 
wurde nun in einen kleinen weithalsigen Glaskolben hinein- 
gestellt und der Hals dieses Glaskolbens mit einem gut, mil 
Vaselin bestrichenen, eingeschliffenen Glasstipsel verschlossen, 
durch welchen zwei Glasrdhren eingeschmolzen waren. Das 
eine Rohr, welches zum Zufiihren des Gases dienen sollte, 
reichte bis nahe an den Boden des Kolbens; es wurde so ein- 
gestellt, daB es in das eingesetzte Wigeglischen eintauchte 
und knapp tiber der Oberfliche des darin befindlichen Pri- 
parates miindete. Das zweite — abfiihrende — Rohr begann 
an der Kuppe des Glasstopsels. 

Das zufiihrende Rohr stand zuniichst mit einem Zwei- 
weghahn in Verbindung, so dafi nach Belieben in den Glas- 
kolben trockener Chlorwasserstoff, oder trockene Luft einge- 
leitet werden konnte. Der Chlorwasserstoff wurde aus Kochsalz 
und konzentrierter Schwefelséure entwickelt, mit konzentrierter 
Schwefelsiure gewaschen und zum Uberflusse noch durch einen 
relativ groBen, mit Chlorcalcium gefiillten Turm geleitet. Die 
aus einem Gasometer entnommene Luft wurde gleichfalls mit 
konzentrierter Schwefelséure gewaschen und in einem eben- 
solchen Chlorcalciumturm getrocknet. 


') Die Giiltigkeit des letzten Satzes wird in dem vorliegenden Auf- 
satze nur bis zu einem gewissen Grade nachgewiesen werden. Sie geht 
aber zweifellos aus einer in einem spater folgenden Aufsatze (Einwirkung 
von Chlorwasserstoff und Ammoniak) zu publizierenden Versuchsreihe 
nervor, 
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Das aus dem Glaskolben abfiihrende Rohr leitete zuerst 
durch ein Quecksilberventil und dann in ein GefaB, in welchem 
die abgefiihrten Gase tiber Wasser ausgebreitet wurden. Das 
letzte GefaiB, durch welches auch eine Beliistigung durch Salz- 
siiurediimpfe hintangehalten wurde, war hauptsachlich einge- 
schaltet worden, um am Ende des Versuches beurteilen zu 
kénnen, ob wirklich ein grofer Uberschu8 von Chlorwasser- 
stoff tiber das Diastasepriiparat geleitet worden war. Das 
Wasser in diesem GefiBe war tatsichlich am Ende jedes Ver- 
suches so weit mit Chlorwasserstoff gesattigt, dab es rauchte. 

In jedem Versuche wurde der Kolben, welcher das ge- 
wogene Wiigegliischen samt Substanz enthielt, zuerst durch 
Luftverdrangung mit Chlorwasserstoff gefiillt und dann noch 
weiter durch 18 Stunden Chlorwasserstoff in langsamem Strome 
hindurechgeleitet. Darauf wurde der Chlorwasserstoff durch Luft 
verdriingt und weiter noch 5 Liter Luft in mafig raschem 
Strome durchgeleitet, um adsorbierten Chlorwasserstoff miég- 
lichst zu entfernen. Zuletzt wurde das Wiigeglaschen heraus- 
genommen und wieder gewogen. 

In einer besonderen Versuchsreihe wurde das mit Chlor- 
wasserstoff behandelte Diastasepriiparat beim Uberleiten von 
trockener Luft auf 50° C. erwirmt. Zu diesem Zwecke wurde 
der Apparat ein wenig modifiziert: das Diastasepriparat be- 
fand sich in einem Porzellanschiffchen, welches in ein mit 
durchbohrten Gummistépseln verschlossenes Glasrohr einge- 
fiihrt wurde. Das Glasrohr war in einen mit Thermometer 
versehenen Kasten aus Kupferblech eingesetzt, welcher durch 
eine untergestellte Gasflamme auf 50° C. erwarmt werden 
konnte. 

E's sei nochmals betont, dab bei allen Versuchen tunlichst 
auf den Ausschluf8 jedweder Feuchtigkeit gesehen wurde. 

Die Priiparate hatten bei der Behandlung mit Chlor- 
wasserstoff ihr Aussehen nur wenig verindert. Sie waren um 
ein klein wenig dunkler geworden und rochen deutlich nach 
Chlorwasserstoff. Nur in jenen wenigen, als verungliickt aus- 
geschiedenen Versuchen, in welchen der AusschluB der Feuch- 
tigkeit nicht vollstandig gelungen war, fiirbten sich die Pra- 
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parate dunkelbraun. Auch beim Aufbewahren an gewohnlicher 
Luft, etwa in verschlossenen Priaparatengliisern nahmen sie 
diese Farbe schon nach einem oder zwei Tagen an und zeigten 
dadurch, dais sie verdorben waren. Wenige Tage spiater zer- 
flossen sie. 

Die beiden folgenden Tabellen sollen nun zahlenmafige 
Belege liefern fiir die Gewichtsmengen von Chlorwasserstoff, 
welche in einzelnen Versuchen durch die Diastasepriiparate 
aufgenommen worden sind, und zwar zuerst in absolutem Ge- 
wichte und dann in Prozenten. Diese Prozentzahlen bedeuten, 
wieviel Teile Chlorwasserstoff 100 Teile Diastasepraparat auf- 
genommen haben. 


Versuche mit Luftdurchleitung bei 50° C. 

















Bezeichnung | Verwendete | Auf- 
pom | Menge des | genommene | In 
— Diastase- | Chlorwasser- | | 
Diastase- priparates , stoffmenge | Prozenten | 
praparates g | g | | 
| } | 
02166 | 00188 | 844 | 
| 02289 | 00215 | 9,39 7 
| P | - 4,56 °/o N 
I »| 0.23384 | 0,0168 | 7,20 oe 
_— a P it— 11,87 9/9 HCl 
| 0.26146 | 00155 | 5,93 
| 03293 | 00208 632 | 
ouliea’ ( 0.2128 | 00157 | 7,38 =|) 6.73% N 
eres" UE 02137, «| 00178 || 838 | f= 17,52 %0 HCI 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, dafB von den Diastase- 
praparaten relativ betriichtliche Mengen Chlorwasserstoff auf- 
genommen werden. Die Prozentzahlen hingegen zeigen keine 
gute Ubereinstimmung, sie schwanken vielmehr bei ein und 
demselben Diastasepriiparat innerhalb weiter Grenzen, sodas 
an einfache stéchiometrische Verhiltnisse kaum zu denken ist. 

Nun spielt bei diesen Versuchen, wie schon friiher er- 
wihnt, als recht unliebsamer Faktor die physikalische Ad- 
sorption von Chlorwasserstoff durch das Diastasepulver mit. 
betrachtet man indessen die grofien Mengen von Chlorwasser- 
stoff, welche aufgenommen worden sind, so wird man wohl 
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Versuche mit Luftdurchleitung bei Zimmertemperatur. 




















bezeichnung | Verwendete Auf- 
des | Menge des | genommene | In | 
—_ Diastase- |Chlorwasser- 
Diastase- | "i . 
| praparates | stoffmenge | Prozenten | 
priparates | | 
g g | | 
0.4849 0,0291 6,00 
0,6135 0,0428 6,98 
0.9851 0.0748 | 7,09 | 
| 
0,9984 0,0660 6.71 | 
| 1,0088 0,0778 7,71 || 456% N 
U | 
1,0090 00727. 7,20 | [ = 11,879,» HCI 
1,0100 0,0699 6.92 | 
1,0273 0,0709 6,90 | 
| 
1.0430 (0),0718 689 | 
| 
1,0700 0,0768 | 7,18 | 
0.4982 0,0424 | 851 
F | i} 444% N 
i 0.5421 0,0488 900 | tk 
1} = 11,55°/o HC 
0,5688 0,0501 | 8.81 | 
0,3636 0,0364 | 10,01 
a 0,4603 0,0463 | — 10,06 5,62 N 
Gereinigt II | 
0,4630 00471 | 10,17 = 14,63°/) HC! 
| 0,4801 0,0498 10.37 
| | 
(| 04353 0,0461 10,59 
(04504 0.0484 | 10,75 
0,4636 0.0543 | 11,71 
0,4653 0.0547 | = 11,54 orn 
o”,¢ "V0 
Gereinigt IV 0),4682 0,0548 11,71 
| = 14.22%) HC! 
0,4764 0,0480 | — 10,08 ei 
0,4793 0,0560 | 11,68 
0,4963 00587 11,83 
0,5096 0.0623 1223 | 
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sagen miissen, dafi der gréfte Teil des aufgenommenen Chlor- 
wasserstoffs chemisch gebunden sein mufte, und daf nur ein 
geringer Teil physikalisch adsorbiert sein konnte. Man hiitte 
sogar vermuten kinnen, da® durch das Uberleiten der relativ 
groBen Luftmenge derjenige Anteil des Chlorwasserstoffs, welcher 
physikalisch adsorbiert war, vollstandig, oder bis auf geringe 
Spuren entfernt worden sei, oder daf dieser Anteil wenigstens 
heim Luftiiberleiten unter Erwaérmung beseitigt worden wiire. 
Die Versuche mit Erwarmung, welche in der eben erwihnten 
Absicht unternommen worden waren, lieferten aber Resultate, 
welche untereinander noch schlechter tibereinstimmen. Ich 
stellte nun eine weitere Versuchsreihe an, bei welcher ich die 
mit Chlorwasserstoff behandelten Diastasepriparate andauernd 
evakuierte. Auch diese Versuchsreihe, die dann gleich be- 
schrieben werden soll, lehrte iiber die adsorbierten Chlor- 
wasserstoffmengen nichts. 

Vielleicht kann aber ein approximatives Urteil dariiber 
gewonnen werden, wenn ich auszugsweise tiber Versuche mit 
einem anderen Gase berichte, die in einer spaiteren Abhandlung 
ausfiihrlich ver6ffentlicht werden sollen. Ich habe nimlich in 
ganz analoger Weise Diastasepraparate mit trockenem Am- 
moniak behandelt und dann ebenso, wie beschrieben worden 
ist, Luft tibergeleitet. Die Diastasepraparate hatten unter diesen 
Bedingungen 1,70 bis 3,92°/o Ammoniak aufgenommen. Wurden 
nun diese mit Ammoniak behandelten Praiparate andauernd eva- 
kuiert, so hatten sie schon am 4. Tage das ganze aufgenommene 
Ammoniak wieder abgegeben. Dabei mochte ich aber noch die 
Frage offen lassen, ob nicht wenigstens ein Teil dieses aul- 
genommenen und durch Luftiiberleitung nicht entfernten Am- 
moniaks chemisch gebunden war. 

Es muf daher auch beim Chlorwasserstoff vorzugsweise 
an eine chemische Bindung gedacht werden. 

Die Evakuierungsversuche, nach Behandlung mit Chlor- 
wasserstoff, wurden folgendermafen angestellt. In der be- 
schriebenen Weise wurden die Diastasepraparate getrocknet, 
gewogen, mit Chlorwasserstoff, dann bei Zimmertemperatur 
iit Luft behandelt und schlieBlich gewogen. Das Préiparat kam 
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nun in einen mit konzentrierter Schwefelséure beschickten 
Vakuumexsikkator, in welchen noch eine Petri-Schale mit 
Natronkalk eingestellt wurde, um den herausgepumpten Chlor- 
wasserstoff chemisch zu binden. Dann wurde evakuiert. An 
jedem Tage (mit Ausnahme der Sonn- und Feiertage) zur 
selben Stunde wurde das Wiigeglischen samt Praparat ge- 
wogen und wieder in den Exsikkator gebracht, der wiederum 
evakuiert wurde. Am 20. Tage wurde in der Regel der Ver- 
such abgebrochen. Uber den Verlauf dieser Versuche berichten 
die beiden folgenden Tabellen und zwar die erste in absoluten 
Gewichtszahlen, die zweite in Prozentzahlen, welche in der- 
selben Weise berechnet sind, wie in den beiden friiheren Ta- 
bellen, nimlich von 100 Teilen Diastasepriparat aufgenommene 
Chlorwasserstoffmenge. 

Vor allem sei gleich hier bemerkt, wie spiter ausfiihrlicher 
dargelegt werden wird, daf die mit Chlorwasserstoff behandelten 
l‘ermentpriparate durch das Evakuieren wieder wirksam 
wurden und unter geeigneten Bedingungen Starke wieder in 
Zucker verwandelten. 

Betrachtet man nun die Zahlenreihen der Auspumpungs- 
versuche, so findet man ein iiberraschendes Ergebnis. Nach den 
vorher angestellten Betrachtungen hatte man erwarten sollen, 
dal} der etwa adsorbierte Teil des Chlorwasserstoffs im Vakuum- 
exsikkator iiber Natronkalk in einem oder wenigstens in einigen 
wenigen ‘l'agen aus dem Praparate entfernt wiirde und dab der 
chemisch gebundene Anteil des Chlorwasserstoffs dann in dem 
Priiparate bleibt, man hitte also am ersten oder in den paar 
ersten Tagen eine mehr oder minder grohfe Gewichtsabnahme, 
von da ab aber Gewichtskonstanz erwarten sollen. Die rasche 
(iewichtsabnahme in den ersten Tagen ist allerdings vorhanden, 
sie ist sogar relativ grof, vielleicht sogar gréfer, als daf sie 
unter den eingehaltenen Versuchsbedingungen (Luftiiberleitung 
vor dem Auspumpen) durch Adsorption allein erklart werden 
kOnnte. Darauf folgt aber nicht die erwartete Gewichtskonstanz, 
sondern eine langsame, aber stetige Gewichtsabnahme. Die 
Zahlenwerte sind zwar nicht so beschaffen, daf sie sich leicht 
genau in eine einfache Kurve eintragen liefen. Es ist das wohl 
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Verwendete Menge des 
Diastasepraparates 


Aufgenommene Chlor- 
wasserstoffmenge . . 


Das Praiparat enthielt noch 
Chlorwasserstoff : 


am 1. Tage 


g | 8 
0,9984 1,0090 
| | 
0,0660 0.0727, 


{ 
| 


0.0633) 0,0667 
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hauptsichlich darauf zuriickzufiihren, daf im Vakuumexsikkator 
nicht gut jeden Tag der gleiche Grad von Luftverdiinnung her- 
gestellt werden konnte. Im grofen und ganzen betrachtet wiirde 
sich aber eine Kurve ergeben, welche in den ersten zwei oder 
drei Tagen steil abfallt und von da ab ungefahr die Gestalt einer 
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Geraden annimmt, welche sich langsam der Abszisse niihert. 
Dieser letztere Umstand hat mich auch bewogen, die Versuche 
nach etwa 20 tiagiger Dauer zu unterbrechen, weil eine Gewichts- 
konstanz voraussichtlich erst nach mehreren Monaten zu er- 
warten gewesen wire. Diese stetige Gewichtsabnahme nach 
den ersten Tagen geht so langsam vor sich, dafi sie samt der 
groien Gewichtsabnahme der ersten Tage beim Abbrechen der 
Versuche erst die Halfte der aufgenommenen Chlorwasserstoft- 
menge bedeutet. 

Diese Art der Gewichtsabnahme kann wohl kaum anders 
erklart werden, als dafi man annimmt, die Diastasepriiparate 
haben mit dem Chlorwasserstoff eine chemische Verbindung ge- 
bildet, welche sich allmahlich zersetzt. Ich méchte aber auch 
die rasche Gewichtsabnahme der ersten Tage nicht so sehr aul 
physikalische Adsorption zuriickfiihren; denn diese miifte ja 
wohl, wie schon friiher dargelegt wurde, der Hauptsache nach 
durch das Uberleiten der groBen Luftmengen beseitigt worden 
sein. Ich mochte vielmehr auch diese rasche Gewichtsabnahme 
auf die Zersetzung einer chemischen Verbindung zwischen 
Diastasepraparat und Chlorwasserstoff zuriickfiihren. Diese che- 
mische Verbindung miiite aber anderer, jedenfalls leichter zu 
trennender Art sein, als die, welche der langsamen, stetigen 
Gewichtsabnahme zugrundeliegt. In diesem Falle miibte aber 
auch angenommen werden, daf diese Verbindung teilweise schon 
durch das Uberleiten von Luft zerlegt worden war, und daf das 
Priiparat nur solange chemisch mit Chlorwasserstoff gesattigt 
war, als es sich in der Chlorwasserstoffatmosphire befunden 
hat. Kommt es nun an die Luft, so gibt es stetig Chlorwasser- 
stoff ab, der auch durch den Geruch erkannt werden kann. Ks 
haben tibrigens Versuche, die ich nicht niher beschreiben will, 
gezeigt, daf die Praparate auch bei lingerem Luftiiberleiten 
fortgesetzt Chlorwasserstoff abgeben. 

Damit finden wir nun aber auch eine Erklirung dafiir, 
warum die Zahlen in den ersten Tabellen schlecht stimmen, 
d.h. warum von ein und demselben Diastasepriiparate anscheinend 
unter Einhaltung derselben Bedingungen in verschiedenen Fiillen 
verschiedene Chlorwasserstoffmengen aufgenommen werden. Die 
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Priiparate waren eben, als sie zur Wagung kamen, nicht mehr mit 
Chlorwasserstoff gesiittigt, sondern hatten schon einen gréferen 
oder geringeren Anteil ihres Chlorwasserstoffs abgegeben. 

Um Mifiverstaéndnissen vorzubeugen, will ich ausdriicklich 
hetonen, dai ich durch das Gesagte durchaus nicht die Bedeutung 
der physikalischen Adsorption in Abrede stellen will. Im Gegen- 
teil, ich bin davon iiberzeugt, dab die Priiparate in jedem Stadium 
des Versuches physikalisch adsorbierten Chlorwasserstoff ent- 
halten haben; denn wurde dieser durch Diffusion gegen Luft 
oder durch Auspumpen entfernt, so riickte an seine Stelle wieder 
neuer Chlorwasserstoff nach, welcher durch Abspaltung aus der 
chemischen Verbindung freigeworden war. 

Wenn wir nun iiberlegen wollen, welcher Art wohl die 
chemischen Verbindungen sind, welche die Diastasepriiparate 
mit Chlorwasserstoff eingehen, so haben wir zweifellos 

1. damit zu rechnen, dafs diese Praparate eiweifartige 
Stoffe enthalten, welche auch durch die gewO6hnlichen Eiweil;- 
reaktionen nachgewiesen wurden. Ich sehe hier ganz davon ab, 
ob die wirksame Fermentsubstanz auch eine solche eiweibartige 
Substanz ist oder nicht. 

Die charakteristische Atomgruppe der Eiweibstoffe ist die 
Gruppe -CO-NH-, hervorgegangen aus den Gruppen -COOH und 
-NII,, welche wie bei der Bildung von Séureamiden unter Wasser- 
austritt aneinander gebunden sind. Ich will daher im folgenden 
den in der Gruppe -CO-NH- enthaltenen Stickstoff siéiureamid- 
artig gebundenen Stickstoff nennen. 

Diese Gruppe kann durch Substitution von dem Ammoniak 
abgeleitet werden, es muf ihr also wie diesem auch ein gewisses 
Bindungsvermoégen fiir Siuren, demnach auch fiir Chlorwasser- 
stoff zugesprochen werden. 

In der Literatur sind mehrfache Untersuchungen verschie- 
dener Autoren niedergelegt, welche sich mit der Fihigkeit der 
KiweiBstoffe, Salzsiiure zu binden, befassen. Ich kann diese 
\Intersuchungen hier nicht mit hereinziehen, weil sie in wiasse- 
riger Lésung, bezw. auch unter anderen Umstinden durchgefiihrt 
sind, wobei die hydrolytische Dissoziation eine komplizierende 
Rolle spielt. 
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Spricht man nun dem saureamidartig gebundenen Stickstot! 
im EiweiB ein gewisses Bindungsvermogen fiir Chlorwasserstot! 
zu, so muf man aus demselben Grunde wie diesem auch dem 
iibrigen Stickstoff im Eiweif dasselbe Vermégen zuerkennen. Mit 
anderen Worten: Eiweifistoffe miibten theoretisch die dem Stick- 
stoffgehalte aquivalente Menge Chlorwasserstoff binden kénnen. 

Nehmen wir nun einen Augenblick an, der ganze Stickstol! 
der Diastasepriaparate sei in eiweifartigen Stoffen enthalten, so 
miibten diese Praparate mindestens die dem Stickstoffgehalte 
iiquivalente Chlorwasserstoffmenge aufnehmen. Diese Mengen 
habe ich berechnet und in den letzten Stab der beiden ersten 
‘Tabellen eingestellt. Die Chlorwasserstoffmengen, welche als von 
den Diastasepraparaten aufgenommen gewogen worden sind, 
liegen aber alle erheblich unter diesen berechneten Zahlen. 

Dafiir gibt es zwei Erkliirungen. Entweder enthalten die 
Diastasepriiparate erhebliche Mengen von Stickstoff in einer 
Bindungsform, welche nicht vom Ammoniak abgeleitet werden 
kann, bezw. nicht basischen Charakter besitzt, wie -NO, -NQ, etc., 
oder die chemische Verbindung der eiweifartigen Stoffe mit Chlor- 
wasserstoff ist, wie schon friiher vermutet, bis zu einem gewissen 
Grade leicht zersetzlich. Die erste Méglichkeit, welche sich indes 
nicht nur auf Eiweilstickstoff bezieht, sondern auch die Be- 
teiligung anderer stickstoffhaltiger Substanzen zuliBbt, ist wohl 
als unwahrscheinlich zu bezeichnen. Es gewinnt damit die Er- 
klirung, daf eine leicht zersetzliche Verbindung mit Chlorwasser- 
stoff vorliegt und dal} der Eiweifstickstoff diese Verbindung 
eingeht, an Wahrscheinlichkeit. 

Weiters ist aus den Tabellen ersichtlich, dafi die stickstoff- 
reichen Diastasepriparate (gereinigt I, gereinigt III, gereinigt IV) 
auch erheblich mehr Chlorwasserstoff aufgenommen haben als 
die stickstoffirmeren. Die stickstoffreichen Priiparate sind nun 


jene, welche durch Alkoholfallung gereinigt worden sind und 


dadurch auch zweifellos mit eiweibartigen Stoffen angereichert 
worden sind. 

Endlich spricht auch die theoretische Uberlegung fiir diese 
Ansicht. Die Hauptmenge des in Eiweifstoffen enthaltenen 
Stickstoffs ist jedenfalls siureamidartig gebundener Stickstolf 
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und in der Regel ist nur ein geringer Teil des Eiweifstickstotis 
in anderer Form, z. B. in Form der Aminogruppe gebunden. 
Der séureamidartig gebundene Stickstoff der Eiweifstoffe kann 
in Parallele gestellt werden zu dem Stickstoff der gew6hnlichen 
Siureamide und diese zeigen in der Regel nur sehr schwach 
basischen Charakter. 

Nach allem Angefiihrten glaube ich nicht fehlzugehen, 
wenn ich die bei den Auspumpversuchen in den zwei bis drei 
ersten Tagen zu beobachtende rasche Gewichtsabnahme der 
Priparate der Hauptsache nach darauf zuriickfiihre, dafi die 
Verbindung des siitureamidartig gebundenen Stickstoffs der in 
den Priiparaten enthaltenen eiweiBihnlichen Stoffe mit Chlor- 
wasserstoff gelést wird. 

Die Zersetzung dieser Verbindungsform diirfte wohl mit 
den ersten zwei bis drei Tagen bis auf Reste, welche nur 
mehr unwesentlich in die nachsten Tage hineinspielen, beendet 
sein. Die weitere Gewichtsabnahme, welche nunmehr gleich- 
miabig erfolgt, ist wohl auf die Zersetzung von andersartigen 
Verbindungen des Chlorwasserstoffs mit Bestandteilen der 
Diastasepriéparate zuriickzufiihren. Ich schliebe dies daraus. dab 
von diesem Zeitpunkte an die Zersetzungskurve eine andere Form 
annimmt, und zwar ungefahr die Form einer absteigenden 
Geraden; denn waren keine anderen Zersetzungsprozesse mit 
im Spiele, dann miifte sich die Zersetzungskurve allmiihlich 
einer horizontalen Geraden nihern. 

2. Von jenen Verbindungsformen des Chlorwasserstoffs, 
welche hier noch in Betracht kommen konnen, sei zuniichst 
die Verbindung mit jenem Stickstoff der eiweifartigen Stoffe, 
welcher nicht siéureamidartig gebunden ist, erdrtert. Ich 
lasse hier allen Eiweifstickstoff, welcher im Indol-, Pyrro- 
lidin-, Imidazolringen oder als sekundir gebundener Stickstolf 
im Guanidinkomplexe enthalten ist, als numerisch zurtickstehend 
beiseite und wende mich nur der intakten Aminogruppe zu. 

Die im Eiweif enthaltenen intakten Aminogruppen kénnen 
zweifellos Chlorwasserstoff binden, ebenso wie die Amino- 
gruppen der Aminosduren selbst, und wenn man die Analogie 
noch weiter treiben darf, so muff man auch schlieBen, dah 
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diese Verbindung wie bei den Aminosiuren eine feste, nicht 
leicht zersetzliche ist. Sie kann daher zur Erklarung der Ge- 
wichtsabnahme der zweiten Periode der Auspumpversuche 
nicht herangezogen werden. 

Dieselbe Uberlegung wiirde auch fiir jene Aminogruppen 
gelten, welche nicht in eiweiBartigen Bestandteilen der Diastase- 
praparate enthalten sind, sondern in anderen organischen Stoffen 
basischer Natur, falls soleche in den Praparaten iiberhaupt 
enthalten sind. 

Uber die Menge des derart gebundenen Chlorwasserstoffs 
kann leicht Auskunft gegeben werden. Ich nehme zur Grund- 
lage der Berechnung nicht die Resultate der Bestimmungen 
des Amidstickstoffs nach van Slyke, weil ich sie sonst als 
absolute Werte in Rechnung stellen mii%te, wihrend ich sie 
aus Griinden, die eingangs dargelegt wurden, nur als relative 
Werte zu Vergleichszwecken heranziehen will. Wohl aber 
darf ich die Resultate der Formoltitrierungen verwerten. Ich 
berechne aus diesen Werten jene Mengen von Chlorwasserstoff, 
welche durch intakte Aminogruppen gebunden worden sind, und 
stelle sie neben jene Chlorwasserstoffmengen, welche bei den 
Auspumpversuchen am 4. Tage, sowie beim Abbrechen der Ver- 


suche beobachtet worden sind. 
ee ee ae 





Poswel Chlorwasserstoff 
Bezeichnung ee, careers +i 
ae titrierbarer| 20 Amino- am 4. Tage beim Abbrechen 
Choke a 
Diastasepraparates Stickstoff gebunden | der Auspumpversuche 
%9 %F9 | 9% | °, 0 
Diastase TT... . 0,16 0,42 | 5,61—5,77 | 4,17—+4,53 
> — gereinigt IV 0,18 0,47 |615—6,92} 4,98—5,34 








Aus dieser Zusammenstellung ist ersichtlich, dab jene 
Mengen von Chlorwasserstoff, welche durch intakte Amino- 
gruppen gebunden worden sind, gegeniiber den Gesamtmengen 
des noch vorhandenen Chlorwasserstoffs stark zuriicktreten. 

3. Auch unorganische Stoffe, welche in den Diastase- 
praparaten enthalten sind, kénnen sich an der Bindung von 
Chlorwasserstoff beteiligen. Uber die chemische Zusammen- 
setzung dieser unorganischen Stoffe kann ich nichts aussagen. 
Da selbst eine quantitative Analyse der Asche fiir die anzu- 
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stellenden Betrachtungen kaum eingehendere Aufschliisse iiber 
die Zusammensetzung der unorganischen Stoffe liefern kann. 
weil die Zusammensetzung der Asche nicht als Ausdruck und 
im vorliegenden Falle nicht einmal als ungefihrer Ausdruck 
der chemischen Zusammensetzung der unorganischen Stoffe 
der Praparate betrachtet werden kann, so unterlief ich diese 
Analyse. Da unter diesen Umstiinden eine Untersuchung der 
unorganischen Stoffe recht schwierig wiirde, so miibte sie, 
wenn sie sich als notwendig herausstellen sollte, einer eigenen 
Arbeit vorbehalten bleiben. 

Immerhin lassen sich gewisse Schitzungen, welche sogar 
nach oben hin begrenzt werden kénnen, vornehmen, und das 
seniigt fiir die weiteren Betrachtungen. 

Unter den unorganischen Stoffen, deren Anwesenheit in 
den Diastasepriiparaten angenommen werden kann, _befinden 
sich jedenfalls solche, welche mit Chlorwasserstoff tiberhaupt 
nicht reagieren. Dahin gehdren Chloride und Sulfate. Der 
Rest der unorganischen Stoffe sind wohl Salze von Sauren, 
welche schwicher sind als Chlorwasserstoff. Diese Sauren 
kOnnen natiirlich auch organische Siiuren sein. Auf diese Salze 
reagiert nun das Chlorwasserstoffgas zweifellos in der Weise, 
dal} es die schwiichere Saure in Freiheit setzt. Unter diesen 
schwiicheren Siuren kénnten wohl auch solche vorkommen, 
welche bei gewoOhnlicher Temperatur fliichtig sind, doch kann 
deren Menge wohl vernachliissigt werden; denn so grofe 
Mengen fliichtiger organischer Siiuren, wie Essigsiiure, Ameisen- 
siiure u. dgl., dal nennenswerte Mengen davon bei Zimmer- 
temperatur abdunsten wiirden, sind kaum zu vermuten, und 
Carbonate kiénnen deswegen nur eine untergeordnete Rolle 
spielen, weil die Diastasepréparate (gegen Phenolphthalein we- 
nigstens) sauer reagieren. 

Es ist daher nur damit zu rechnen, daf die freigewordene 
schwiichere Siiure in dem Gemenge verbleibt und nicht daraus 
entfernt wird. Ich greife als Beispiel fiir die folgende Schatzung 
von diesen Siiuren die Phosphorsiiure heraus, weil diese unter 
allen hier in Betracht kommenden Siiuren das niederste Aqui- 
valentgewicht (26) besitzt und damit einen Grenzfall darstellt. 
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Nehme ich nun weiter, wieder als duberste Grenze, an, dal) 
die ganze unorganische Substanz der Diastasepriparate aus 
einem normalen Phosphat, etwa normalem Natriumphosphate 
bestehe, so ergeben sich durch Berechnung aus dem Aschen- 
gehalte nach der Gleichung 

Na,PO, -+- 3 HC] = 3 NaCl + H,PO, 


jene Mengen von Chlorwasserstoff, welche im héchsten Falle 


durch die unorganischen Bestandteile der Diastasepriiparate 
aufgenommen werden koénnen. Ich stelle die so berechneten 
Werte in analoger Weise mit anderen zusammen, wie in der 


letzten Tabelle. 














Chlorwasserstoff 
Aschen- OCR TS 2 ~ , 
‘ von unorga- jam 4. Tage beim Abbrechen 
Diastasepraparat] gehalt | nischen Stoffen 

aufgenommen der Auspumpversuche 

a 0 Plo | 9/9 ®, 0 
OS“ « ss we % 3,69 2.46 | 5,61—5,77) 9 4,17—4,53 

Gereinigt I]. . 3,5) 2,37 | 7,69 | 6,2 
> Vv .. 3,56 2,37 | 6,15-- 6,92 4,98 —5,34 








Die Moglichkeit, daf ein Teil des durch die unorganischen 
Stoffe derart aufgenommenen Chlorwasserstoffs beim [vya- 
kuieren wieder abgegeben wird etwa nach dem Typus 

3 NaCl +- H,PO, = Na,PO, + 3 HCI, 
kann nicht rundweg geleugnet werden; denn es handelt sich 
hier nicht um wdsserige LOsungen, sondern um feste Gemische. 
Und so kénnte denn auch ein Teil der langsamen Gewichts- 
abnahme in den spiteren Tagen bei den Auspumpversuchen 
auf derartige Reaktionen zurtickgefiihrt werden. 

Ziehe ich nun von den Chlorwasserstoffwerten der letzteren 
Tage in diesen Versuchen die Chlorwasserstoffmengen ab, 
welche durch Aminogruppen gebunden worden sind, ferner 
auch jene Mengen, welche héchstenfalls durch die unorga- 
nischen Bestandteile gebunden sein kénnen, so bleibt immer- 
hin ein ganz respektabler Rest tibrig, etwa um 1—2°/o Chlor- 
wasserstoff. Beriicksichtige ich nun weiter, dafi in diesen Tagen 


der Versuche wohl kein Chlorwasserstoff mehr an siiureamid- 
2) 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXII. 
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arlig gebundenen Eiweibstickstolff gebunden sein wird, so ergibt 
sich, da®B Chlorwasserstoff noch von andern als den 
aufgezahlten Atomgruppen gebunden sein muf und 
daf unter diesen Bindungsformen auch solche sind, 
welche durch das Auspumpen getrennt werden. Be- 
denke ich schlieblich, da’ durch das Auspumpen die Priiparate 
wieder wirksam werden und dab, was spiater bewiesen werden 
wird, die Wiederkehr der Fermentwirkung nicht darauf beruht, 
dal} der an den siiureamidartig gebundenen Eiweifstickstoff 
gebundene Chlorwasserstoff entfernt wird, so ergibt sich, dah 
unter diesen anderen salzsiurebindenden Atomgruppen 
wenigstens eine sich befindet, welche fiir die Ferment- 
wirkung notwendig ist. 

Von jenen organischen Atomgruppen, welche etwa noch 
Chlorwasserstoff binden kénnen, will ich nur noch zwei einer 
kurzen Erérterung unterziehen, namlich 


4. Die alkoholische Hydroxylgruppe 
.— OH -++ HCl = RCI + H,O und 
5. Doppelt gebundene Kohlenstoffatome 
CH = CH— -+- HCl => — CH, — CHC! — 


Alkoholische Hydroxylgruppen liegen jedenfalls in dem 
Milchzucker der Priparate I, II, und III. vor. Ob solche noch 
auBerdem in meinen Priaparaten enthalten sind, sowie ob 
doppelte Kohlenstoffbindungen darin vorkommen, dariiber weifs 
ich noch nichts. Die erste Reaktion ist zwar nicht sehr wahr- 
scheinlich, doch immerhin mdglich. 

Dai auch aus diesen Verbindungsformen Chlorwasserstoff 
wieder abgespalten werden kénne, darf gleichfalls nicht ohne 
weiters geleugnet werden. Es wiirde dies nur die Umkehrung 
beider Reaktionen bedeuten und das Wasser, welches zur 
Wiederherstellung der alkoholischen Hydroxylgruppen notwendig 
ist, wire einfach in der Feuchtigkeit der Luft zu suchen, 


? 


welche bei den Wagungen mit den Priparaten in Beriihrung 
sekommen ist. SchlieBlich bleibt noch 

6. eine Reihe von bisher noch nicht erdrterten Atom- 
gruppen, welche ebenfalls Chlorwasserstoff binden kénnen. 
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Bestimmung der Aciditit. 


Nach der Behandlung mit Chlorwasserstoff hatten die 
Diastasepriparate alle stark saure Reaktion angenommen. 
\Viiren nun die chemischen Prozesse, welche bei der Behandlung 
mit Chlorwasserstoff vor sich gehen, nur Jonenreaktionen, d. h. 
wiirde der Chlorwasserstoff als Séure nur durch _ basische 
Gruppen gebunden, dann miibte die Aciditét der mit Chlor- 
wasserstoff behandelten Praparate oder, da die urspriinglichen 
Praiparate schon von Hause aus schwach sauer reagierten, 
richtiger gesagt die Zunahme der Aciditiét genau dquivalent 
sein der aufgenommenen Chlorwasserstoffmenge. Dasselbe gilt 
fiir jenen Teil des Chlorwasserstoffs, welcher durch Adsorption 
festgehalten wird. 

Wenn dagegen der Chlorwasserstoff auch noch andere 
Reaktionen eingegangen ist, sich z. B. an doppelt gebundene 
Kohlenstoffatome angelagert hat, oder dergleichen, dann muf 
die Acidititszunahme kleiner sein. 

Von diesem Gesichtspunkte aus habe ich die Aciditiit 
von Priparaten, welche mit Chlorwasserstoff behandelt worden 
sind, durch Titration mit n-Lauge quantitativ bestimmt. 

Die in der bereits beschriebenen Weise mit Chlorwasser- 
stoff behandelten Priiparate wurden mit 20 ccm Wasser iiber- 
gossen und, nachdem entsprechende Loésung eingetreten war, 
wurde Phenolphthalein und darauf aus der Biirette !/5-normal- 
Barytwasser im Uberschusse zugesetzt. SchlieSlich wurde mit 
'/5-normal-Salzsaure zuriicktitriert. An diese Bestimmung habe 
ich in allen Fallen gleich die Formoltitrierung angeschlossen. 

Uber die Lislichkeit der mit Chlorwasserstoff behandelten 
Diastasepraparate in Wasser will ich im allgemeinen folgendes 
hbemerken: Diejenigen Priiparate, welche durch Fiallung mit 
Alkohol gereinigt worden waren, lésten sich nach der Ein- 
wirkung des Chlorwasserstoffs ebenso leicht und vollstiindig in 
Wasser auf, wie vor dieser Einwirkung. Die Handelspraparate 
hingegen, welche sich schon in urspriinglichem Zustande etwas 
schwer und nie ganz vollsténdig aufgelést hatten, losten sich 


nach der Behandlung mit Chlorwasserstoff noch schwerer auf 
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und hinterlieben einen zwar nicht sehr betrachtlichen, aber 
immerhin nennenswerten ungelésten Riickstand. Ich lie® daher. 
wofern dies nicht anders bemerkt ist, das Wasser immer lingere 
Zeit, etwa eine Stunde lang auf die Praparate einwirken, ehe 
ich die Fliissigkeit weiter verarbeitete, und habe selbstver- 
stiindlich immer die unfiltrierte Fliissigkeit verwendet. Um ver- 
gleichbare Bedingungen zu schaffen, habe ich auch die klaren 
Losungen der mit Chlorwasserstoff behandelten gereinigten 
Priparate etwa eine Stunde lang ruhen lassen, ehe ich eine 
weitere Operation daran schlob. 

Diese Vorsichtsmabregel entsprang hauptsiichlich der Uber- 
legung, dal} ja das Wasser nicht immer eine chemisch indifferente 
Substanz ist. Gerade hier, wo an die Bildung organischer chlor- 
haltiger Additionsprodukte, wie sie z. B. durch Anlagerung von 
Chlorwasserstoff an doppelt gebundene Kohlenstoffatome ent- 
stehen, gedacht wird, muB auch mit deren Zersetzung durch 
das Wasser, etwa nach dem Beispiele 


| | | | 
CH, — CHC] +- H,O = CH, —CHOH ++ HCI 


gerechnet werden. Derartige Reaktionen waren gewib auch 
geeignet, die Resultate der Aciditétsbestimmungen zu_ver- 
schleiern. Sie kénnen aber, weil bei ihnen Chlorwasserstofi 
entsteht, die Aciditét nur vergréBern, nicht aber verkleinern. 

Auch bei allen folgenden Betrachtungen tiber Versuche, 
bei welchen Wasser verwendet wurde, wird an derartige Zer- 
setzungen zu denken sein. Alle L6sungen der mit Chlorwasser- 
stolf behandelten Praparate zeigten eine braune Farbe. 

Ich lasse nunmehr die Resultate der Aciditaétsbestim- 
mungen folgen und zwar der Kiirze halber in tabellarischer 
Form und schlieBe aus demselben Grunde gleich die Ergeb- 
nisse der Formoltitrierung an. Die letzten 4 Versuche sind die 
im vorigen Abschnitte niiher beschriebenen Auspumpversuche 
II, 11], V und VI. Der bei diesen Versuchen angegebene Chlor- 
wasserstoffgehalt ist natiirlich der Gehalt beim Abbrechen des 
Auspumpens. Bei dem 3. Versuche dieser Tabelle wurde leider 
die Wigung des Priiparates nach der Behandlung mit Chlor- 
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wasserstoff vergessen, dieser Versuch ist daher ftir die weitere 





Diskussion der Aciditiitswerte nicht zu brauchen. 
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Bezeichnung —_ Chlor- Normallauge verbraucht 
des des Diastase-| “@SSerstofl- | zur Neutrali- | zur Formol- 
7 Diaslase- priparates gehalt sation titrierung 

praparates g g ccm cem 

fr 1.0088 0.0778 2.192 0,095 

| ee oe 1,0100 0.0699 1,946 0,219 

Gereinigt IV 0.4757 ? 1,449 0.110 

> IV 0, 4504 U,0484 1,350 0.129 
Auspumpversuche : 

| a 1.0090 0,0421 1,283 0,185 

GB aa ee 1.0700 0.0485 1.266 (),208 

Gereinigt 1V 0,4764 0,0237 0,692 O14 

LV 0.4682 0,0250 0.650 0.126 


In einer weiteren Tabelle stelle ich die Werte in pro- 
ventischer Berechnung zusammen und zwar berechne ich auch hier 
wieder alle Werte auf 100 Teile des urspriinglichen, mit Chlor- 
wasserstoff nicht behandelten Diastasepriiparates. Ich berechne 
die Aciditat in Kubikzentimeter Normallauge und ziehe von diesem 
Werte denjenigen ab, welcher bei der Titration des urspriing- 






















Chlor- Aciditit — Psi ncc 
Diastase- ideiaeaiailte des be- des urspriing- Aciditétszunahme 
handelten lichen | 
praparat gehalt | -Priiparates gefunden berechne! 
%o ccm ccm ecm | cem 
Me % , 7,71 217,3 39,7 181.6 211.4 
iI 6,92 1927 | 35,7 157,0 189.8 
Gereinigt IV 2 3046 | 324 272.2 2 
» IV 10,75 299,7 32,4 267,3 24,8 
Auspumpversuche : 
) Sai 4.17 127,2 | 35,7 915 114,3 
3 mae 4,53 1183 | 38,7 82,6 124.2 
Gereinigt IV 4.98 145.3 32 4 112.9 136.6 
2 IV 5.354 138.8 | 32,4 106.4 146.6 
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lichen Diastasepriparates beobachtet worden ist. Diese Dilferenz 
bedeutet demnach die durch Chlorwasserstoffbehandlung er- 
zielte Aciditiitszunahme. Ich berechne endlich aus dem Chlor- 
wasserstoffgehalte diejenige Aciditiit, welche dem Chlorwasser- 
stoffgehalte fquivalent ware und stelle sie als «berechnete 
Aciditatszunahme» der wirklichen, «gefundenen Aciditiétszu- 
nahme» gegeniiber. 

Wer Vergleich zwischen den Zahlen fiir «gefundene» und 
-berechnete Aciditiitszunahme» zeigt nun, dab die gefundene 
Aciditétszunahme in der Tat durchwegs kleiner ist, als die 
berechnete, und es wird zuniichst zu untersuchen sein, ob die 
Differenzen zwischen beiden Zahlenreihen nicht nur auf Ver- 
suchsfehler zurtickzufiihren sind. 

Nun ist es eine allbekannte, physikalisch-chemisch woh! 
erklirte Tatsache, dal man bei der Titration namentlich 
schwiicherer organischer Saéuren weniger Lauge verbraucht. 
ils die theoretische Berechnung ergibt. Diese Fehlerquelle 
fiillt aber hier weniger ins Gewicht, weil die fraglichen Difle- 
renzen durch Subtraktion der Resultate einer Versuchsreihe 
von denen einer ganz gleich durchgefiihrten Versuchsreihe 
gewonnen worden sind, bei welcher ungefahr dieselben Fehler 
gemacht worden sind. Es werden dadurch die derartigen Fehler 
der beiden Versuchsreihen ungefiihr kompensiert und damit 
ausgeschaltet. 

Die Frage, ob diese Differenzen nicht noch in die Grenzen 
der bei der praktischen Ausfiihrung der Mafanalyse unver- 
meidlichen persOnlichen Fehler fallen, méchte ich gleichfall= 
verneinen: denn auf die tatsiachlich verwendeten Substanz- 
mengen und auf !/5-Normalfliissigkeit berechnet, witirden diese 
Differenzen Fehler um etwa 0,5 bis 2 cem Titerfliissigkeit bei 
einem Verbrauche von 4—10 cem Titerfliissigkeit bedeuten, 
und so grofe Fehler macht man doch in der Regel nicht. 

Es sprechen daher diese Differenzen dafiir, dafi nicht 
der ganze Chlorwasserstoff als Siure durch basische 
Atomgruppen der Diastasepriparate gebunden worden 
ist, sondern dafi ein Teil davon auch durch andere 
Atomgruppen chemisch gebunden worden ist. 
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Formoltitrierungen. 

Die im vorigen Abschnitte bereits angefiihrten Ergebnisse 
der Formoltitrierungen stelle ich nunmehr in prozentischer 
Berechnung als formoltitrierbaren Stickstoff, und zwar auch 
hier wieder auf 100 Teile unverindertes Diastasepraparat 
berechnet, in einer kleinen Tabelle zusammen und stelle diesen 
Zahlen die entsprechenden, bei der Formolltitrierung unver- 
jinderter Diastasepraparate gefundenen Werte gegeniiber. 








Formoltitrierbarer Stickstoff 








Diastasepriiparat mit Chlorwasserstoff bei unverdnderten 
behandelte Priiparate Priparaten 
0 V0 
ee ae ee ee a 0,13 ) 
O16 
eee eo ee 0.30 
Gereinigt IV .....-. 0,32 | 
aoe O18 
ree a 0,40 


Auspumpversuche : 





aa ee 0.26 ] 
QO,16 

tata lic eal ices ede, ach 0,27 

Gereinigt IV .....- 0,31 
0.18 

‘ ee 0.38 J 


Die Zahlen fiir die mit Chlorwasserstoff behandelten 
Priparate sind alle bis auf eine grédfer als die fiir die un- 
verainderten Priparate. Die Differenzen zwischen beiden Zahlen- 
reihen erscheinen sogar in Anbetracht der Kleinheit der Werte 
relativ hoch. Im praktischen Versuche aber bedeuten sie nur 
Differenzen von wenigen Zehntelkubikzentimetern Titerfliissig- 
keit (im Maximum 0,4 cem). Sie liegen also noch innerhalb 
der Fehler, welche namentlich bei braungefiirbten Fliissigkeiten, 
wie es die untersuchten waren, mit in Kauf genommen werden 
miissen. Diese Differenzen kénnen daher nicht mit Sicherheit 
auf eine Hydrolyse der Eiweifstoffe bezogen werden. Jeden- 
falls aber geht aus diesen Zahlen das eine hervor, 
dafi eine tiefgreifende hydrolytische Spaltung der 
eiweifiartigen Stoffe der Diastasepriparate bei der 
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Kinwirkung von Chlorwasserstoff nicht stattge- 
funden hat. 

Ks sel nur noch darauf verwiesen, dafi die Zahlen fiir 
den formoltitrierbaren Stickstoff bei den Auspumpversuchen 
nicht wesentlich anders sind als bei den tibrigen Versuchen, 
obwohl bei den ersteren die trockenen Praparate etwa 20 Tage 
init Chlorwasserstoff beladen waren und bei den letzteren nur 
2() Stunden. Wenn daher wirklich in geringem Grade hydro- 
lvtische Spaltungen stattgefunden haben, so haben sie jeden- 
falls nicht in dem trockenen Priiparate stattgefunden, sondern 
erst von dem Zeitpunkte an, als das Priparat in Wasser 
gelost wurde. 


Bestimmung des Amidstickstoffs. 


Gianz analoge Resultate ergaben auch die Versuche zur 
quantitativen Bestimmung des Amidstickstoffs nach van Slyke. 

Bei diesen Versuchen wurden die Diastasepraparate in 
der bereits friiher beschriebenen Weise mit Chlorwasserstolf 
behandelt, nach Uberleitung von Luft gewogen, in wenigen Kubik- 
zentimetern Wasser gelést und die L6sung in den van Sly keschen 
Apparat eingetragen, genau so, wie dies bei den entsprechenden 
Bestimmungen an unverinderten Diastasepriiparaten geschehen 
ist. In der folgenden Tabelle, welche die Resultate dieser Ver- 
suche wiedergibt, sind fiir die Gasvolumina gleichfalls die mit 
Riicksicht auf den Gasgehalt der Losung korrigierten Zahlen 


eingesetzt. 








Hezeichnung ia rai Chlor- Tempe- Barometer- 
des be — wasserstoff- Stickstoff stand 
des Diastase- | patur : 
liastase- tt nevatac gehalt in mm 
AST praparates s 
praparates g g -incem | in °C. | Quecksilber 
| ~ 
| ree ae 0.4849 0.0291 34 | 19,7 739.7 
I... ee) (0/6135 0,028 38 | 180 743.4 
Gereinigt II 0.4630 0.0471 4,0 | 20,4 740,53 
Gereinigt III 0.3636 0,036 4 27 | 17.8 743.8 


Ich stelle wieder in einer weiteren Tabelle diese Kesul- 
tate in prozentischer Berechnung zusammen und zwar ebenso, 
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wie friiher berechnet auf 100 Teile unveriinderten Diastase- 
oraparates, ich setze in den 3. Stab die Resultate der Kinzel- 
bestimmungen und in den 4. Stab die aus diesen gezogenen 
Mittelzahlen ein und fiige in analoger Weise in den _ beiden 
etzten Staben die Resultate der Amidstickstoffbestimmungen, 
velehe bei den unverinderten Diastasepriiparaten gefunden 
worden sind, bei. 














a a a 
Amidstickstoff 
Chlor- eer" sane a * 
Diastase- toff bei mit Chlorwasserstoff, bei unverdinde:rten 
wasserstoli- . " 
aaonie bebandelten Praéparaten Priiparaten 
priparat gehalt ” 2 , 
Kinzelwerte Mittelwerte Einzelwerte Mittelwerte 
! 0 lo v0 0 0/9 0; 
Sse ale 6,00 0,38 | 033 
. 0.37 : OS 4 
aes 6,98 0,35 | 0,35 j 
CVereinigt II 10,17 0,48 | ; 0.38 ; 
-_ 0,45 0.40 
Gereinigt III 10,01 0,42 j 0.42 








Die Differenzen zwischen den mit Chlorwasserstolf be- 
handelten und den unveriinderten Priiparaten sind hier relativ 
kleiner, als bei der Formoltitrierung, sie kommen sogar hier 
nicht bei allen EKinzelwerten zum Ausdrucke. Im praktischen 
Versuche bedeuten sie wieder nur Differenzen um einige 
Zehntelkubikzentimeter Gas. Fiir sie gilt daher genau dasselbe, 
wie bei der Formoltitrierung, naémlich dafi diese Differenzen 
noch in die Grenzen der unvermeidlichen Versuchsfehler fallen 
und da®f daher aus ihnen nicht mit Sicherheit auf eine 
hydrolytische Spaltung der eiweibartigen Stoffe geschlossen 
werden kann. 

Anhangsweise sei hier noch iiber einen mifgliickten Ver- 
such berichtet, der indessen zeigt, welche auberordentlich 
wichtige Rolle der AusschluB der Feuchtigkeit bei der Be- 
handlung der Priiparate mit Chlorwasserstoff spielt. Eines der 
Priparate (Diastase gereinigt III), welches bei dieser Behandlung 
braun geworden war, ohne zu zerflieSen, und dadurch gezeigt 
hatte, daB der vollkommene Ausschluf der Feuchtigkeit nicht 
gelungen war, ohne dafi gerade grofere Feuchtigkeitsmengen 

















mn] +) a bl 
312 [Theodor Panzer. 


aufgenommen worden waren, habe ich der Kuriositit halber 
auf seinen Gehalt an Amidstickstoff untersucht. 

0,4603 g Diastasepriparat nahmen 0,0463 g Chlorwasser- 
stolf auf und lieferten 26,9 ccm Stickstoff bei 17,0° C. und 
742,9mm Barometerstand. In Prozenten: 10,06°/o Chlorwasser- 
stolf und 3,31°/o Amidstickstoff, was bei einem Gesamtstick- 
stofigehalte von 5,62°/o gewif einen sehr weitgehenden Grad 
der Hydrolyse bedeutet. 


Prifung der Fermentwirkung. 


Bei der Priifung der Fermentwirkung der mit gasformigen 
heagenzien behandelten Priiparate kam es mir auf die Lésung 
zweier Fragen an: 1. besitzt das Priiparat tiberhaupt Ferment- 
wirkung? und 2. ist seine Wirksamkeit gréfer oder geringer 
als die eines anderen Priiparates? Mit Riicksicht auf die zweite 
Frage habe ich bei jeder hierher gehorigen Untersuchung immer 
cleichzeitig das entsprechende urspriingliche Praparat in ganz 
derselben Weise mitgepriift und die Resultate miteinander ver- 
slichen. Dieses stetige Arbeiten in Vergleichen tiberhob mich 
bis zu einem gewissen Grade der Verpflichtung, bei der Aus- 
wahl der zu verwendenden Methoden besondere Vorsicht zu 
iiben und auf noch nicht voéllig entschiedene Streitfragen in 
der Lehre von den Fermenten Riicksicht zu nehmen. Schon 
bei der Auswahl der Methoden durfte ich daher auch deren 
Bequemlichkeit erheblich in die Wagschale fallen lassen. 

Das Augenmerk bei der Priifung der Wirkung der mit 
Chlorwasserstoff behandelten Diastasepraparate wurde einerseits 
auf das Verschwinden der Starke und Dextrine, anderseits 
auf die Menge des gebildeten Zuckers gerichtet, wobei ich mir 


keine Rechenschaft dariiber gab, ob dieser Zucker Maltose oder 


Traubenzucker sei. Das erstere prifte ich qualitativ mit der 
Jodreaktion. Zur quantitativen Bestimmung der gebildeten 
Zuckermenge wiihlte ich als bequeme Methode die Methode 


der Zuckertitrierung nach Ivar Bang!) mit Rhodankupfer in 


Kaliumearbonatlésung und Zuriicktitrieren mit schwefelsaurem 
Hydroxylamin. 


!) Biochemische Zeitschrift, Bd. 2, S. 271. 
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Selbstverstindlich wurde auch am Beginne jedes Versuches 
die Reduktion bestimmt. Dies war insbesondere in jenen Ver- 
suchen von ganz besonderer Bedeutung, in welchen ungereinigte 
Diastasepriiparate verwendet wurden, da diese, wie schon er- 
wiihnt wurde, Milchzucker enthielten. Aber auch die durch 
Alkoholfillung gereinigten Priiparate zeigten eine allerdings nur 
veringe Reduktion der Bangschen Fliissigkeit. Dieselben Prii- 
parate, in viel groferer Menge verwendet, reduzierten I eh- 
lingsche Lésung beim Kochen auch nicht spurenweise. Da- 
cegen entfirbten diese Priparate allmahlich Jodlésung und ich 
konnte unter anderem konstatieren, dal} die Entfarbung der Jod- 
ljsung bei Priiparaten, welche mit Chlorwasserstoff behandelt 
waren, in andrer Weise verlief als bei unverdnderten Prapa- 
raten, obwohl in beiden Fallen dieselbe Aciditit hergestellt 
worden war. Ich beabsichtige, dieses merkwiirdige Verhalten 
in spiaterer Zeit naher zu studieren, und will vorléufig nur den 
Schlu6B ziehen, dafi diese Praparate zuckerfrei waren. 

Ich kniipfte aber an dieses merkwiirdige Verhalten die 
Vorsichtsmafregel, dal} ich am Ende jedes Versuches das Ver- 
suchsgemisch noch qualitativ mit Fehlingscher Losung priifte, 
um zu beweisen, dafi die mit der Bangschen Titration konsta- 
tierte Steigerung der Reduktionsfihigkeit wirklich auf die Bil- 
dung von Zucker zuriickzufiihren ist. Dies war allerdings deutlich 
nur bei der Verwendung zuckerfreier Diastasepriiparate zu 
ersehen. 

Als Angriffsobjekt fiir die Diastasepriparate wihlte ich 
losliche Starke, weil deren Lésung eine homogenere Fliissigkeit 
bildet als Staérkekleister, so dafi sicher dem Hauptversuch die- 
selbe Stérkemenge in derselben Verteilung zugeftihrt wurde, 
wie dem Kontrollversuch. In der Regel wurde sie in einer 
Konzentration von 0,2°/o verwendet. Ich moichte hier die 
semerkung nicht unterdriicken, dab verschiedene Handelspri- 
parate von léslicher Starke durch ein und dasselbe Diastase- 
praparat verschieden leicht angegriffen werden. Besonders leicht 
angreifbar erwies sich ein von Kahlbaum bezogenes Priparat, 
welches ich in den spiiteren Versuchen immer verwendete, 
withrend meine ersten Versuche mit einem weniger leicht an- 
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greitbaren Merckschen Praparate angestellt worden sind. 
Dieser Umstand spielt indessen bei meinen Versuchen keine 
wesentliche Rolle, weil ich immer in Vergleichen arbeitete. 

Da, wie bekannt ist, die Aciditét der Fliissigkeit die 
Wirkung der Diastase beeinfluBt und die mit Chlorwasserstoff 
hbehandelten Diastasepraparate stark sauer reagierten, so multe 
dieser Faktor ausgeschaltet werden. Ich habe dies auf ver- 
schiedene Weise versucht, insbesondere durch Reihen mit 
steigendem Siuregehalt, bin aber schlieblich doch auf die ein- 
fache Neutralisation der Losung des Diastasepriéparates mit 
Lauge zurtickgekehrt. Da die unverinderten Diastasepriiparate 
gegen Phenolphthalein zwar saure Reaktion, gegen Lackmus 
aber neutrale Reaktion zeigten, so habe ich auch die mit Chlor- 
wasserstoff behandelten Priiparate durch moglichst genauen 
Zusatz von Lauge auf neutrale KReaktion gegen Lackmus gebracht. 
I's sind dies gewif keine idealen Versuchsbedingungen, da 
wegen der Anwesenheit von Phosphaten die Neutralisation aut 
diesem Wege nicht ganz scharf durchgefiihrt werden kann, 
doch wollte ich auch nur aus groben Differenzen Schliisse ziehen. 
Nach dem Resultate der Formoltitrierungen und der quantita- 
tiven Bestimmung des Amidstickstoffs konnten geringe Grade 
hydrolytischer Spaltungen nicht vollkommen ausgeschlossen 
werden. Mir lag aber daran, gerade bei den vorliegenden 
Versuchen auch solche geringe Grade tunlichst hintanzuhalten. 
Da, wie friiher gezeigt wurde, die Hydrolyse erst in der 
wiisserigen Lésung stattgefunden haben konnte und offenbar 
hauptsiichlich durch die Anwesenheit relativ grober Mengen 
treier Siiure bedingt war, so glaubte ich diesem Ubelstand am 
besten zu begegnen, indem ich die Neutralisation sofort beim 
Zusammenbringen des Priiparates mit Wasser vornahm. 

Die Durchfiihrung der Versuche gestaltete sich demnach 
folgendermaben : 

Gleich mit der Einwiégung des zu priifenden Diastase- 
priiparates wurde unter denselben Bedingungen eine gleich 
grobe Menge desselben Priiparates als Kontrollpraparat cin- 
gewogen und in einem Exsikkator bis zum Verzuckerungs- 
versuche aufbewahrt. Das andere Praparat wurde indessen 
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in derselben Weise, wie schon beschrieben wurde, bis zum 
konstanten Gewichte getrocknet, mit Chlorwasserstoff, darauf 
mit trockener Luft behandelt und gewogen. Es wurde hierauf 
in einen Mefkolben zu 100 ccm gebracht, etwas Wasser und 
sofort eine Menge von Zehntelnormalnatronlauge zugesetzt, 
welche etwas geringer war, als dem durch Wiigung ermittelten 
Chlorwasserstoffgehalte entsprach, dann wurde mit Wasser bis 
etwa 80 cem verdiinnt und durch vorsichtigen Zusatz von 
Zehntelnormallauge gegen Lackmuspapier genau neutralisiert. 
Das Kontrollpraéparat wurde gleichfalls in 80 ccm Wasser ge- 
lost. Dann wurden beide Fliissigkeiten unter wiederholtem 
Umschiitteln 1 Stunde lang sich selbst iiberlassen und schliel- 
lich mit Wasser auf 100cem aufgefiillt. Beide Losungen wurden 
nun mit je 100 ccm einer unter Autkochen frisch bereiteten und 
wieder abgekiihlten Losung von léslicher Starke gemischt. 
Aus jeder Mischung wurden sofort 10 ccm Fliissigkeit ent- 
nommen und mit Bangscher Losung titriert; gleichzeitig wurde 
eine weitere Probe entnommen und mit Lugolscher Jodlésung 
gepruft. Die beiden Fliissigkeiten wurden inzwischen in ein 
grobes, auf 50° C. geheiztes Wasserbad eingestellt. Nach jeder 
halben Stunde wurden wieder je 10 ccm zur Zuckertitrierung 
und eine weitere Probe zur Priifung mit Jodlésung heraus- 
genommen. Nach zweistiindiger Dauer wurde der Versuch 
unterbrochen und die Fliissigkeiten noch qualitativ mit Fehling- 
scher Loésung gepriift. 

Von mehreren gleichartigen Versuchen, welche ich an- 
gestellt habe und die alle dasselbe Resultat ergeben haben, 
fiihre ich nur zwei an. Die Resultate der Zuckertitrierung 
sind angegeben als mg Zucker in den verwendeten 10 ccm 
Fliissigkeit. 

I. 


0,2 g Diastase gereinigt III mit Chlorwasserstoff behandelt ; 
Kontrolle: 0,2 g Diastase gereinigt III; Stirkelésung: 4g lés- 
liche Staérke auf 1000 ccm Wasser. (Das Gemenge aus 100 cem 
Fermentlésung und 100 ecm Stiirkelésung enthiilt demnach 
0,2°/o léslicher Stiirke.) 
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> . Mit Chlorwassersto!f _ 
eae ontrolle - 
Dauer Kontrol behandeltes Ferment 
des Jod- Reduktion mg Jod- Reduktion mg 
Versuches . | inmg | Zucker aa in mg = Zucker 
losung Zucker — gebildet lésung Zucker = gebildet 
Beginn blau 2.6 0 blau | 2,1 0 
'g Stunde 7.4 £.8 > 2,2 O14 
I , —— 3 5,8 > 21 0 
l''e Stunden | desgl. 84 5,8 > 2,2 O14 
2 > o 8.3 d.7 > 2.2 0.1 
) > . , » e . 
oe deutlich nicht 
II. 


1 g Diastase Il mit Chlorwasserstoff behandelt: Kontrolle: 
| g Diastase II: Stirkeldsung: 2 g lésliche Starke : 500 cem 























Wasser. 
Dauer Kontrol Ee pg eee 
des Jod- Reduktion) mg | Jog. |Reduktion mg — 
Versuches , inmg | Zucker] .. inmg | Zucker 
losung Zucker |gebildet} !sung | Zucker  gebildet 
Beginn blau 14.2 0 blau 14,3 0 
‘'g Stunde 0 20,3 6.1 > | 13,2 0 
I : 0 212 | 7,0 > | 185 0 
I*/ Stunden 0 20 7,8 > | 135 0 
2 , 0 22.3 8.1 > 13,5 0 
Reduziert 


Fehling 





sehr stark 





miifig ') 


Aus diesen Versuchen, sowie aus den hier nicht ange- 
fiihrten Versuchen zeigt sich, dafi die mit Chlorwasserstoff 
behandelten Priiparate keinerlei Wirkung auf Starke zeigten. 

Ich schlieBe nun zwei Versuche an, zu welchen die 
Diastasepriiparate von den Auspumpversuchen I und II ver- 
wendet worden sind. 


') Ungefiihr entsprechend dem Milchzuckergehalte des Praparates. 
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Finwirkung von Chlorwasserstoffgas auf Diastase. 1. S17 
: Auspumpversuch I. 
0,9984 g Diastase II hatten aufgenommen 0,0660 g = 6,71° 5 
(hlorwasserstoff und nach 23tagigem Auspumpen noch behalten 
0.0430 g = 4,51°/o Chlorwasserstoff. 
} Kontrolle: 1 g Diastase Il. 
Starkelésung 2 g ldsliche Starke : 500 cem Wasser. 
Dauer Kontrolle ow sg i A 
des Jod- Reduktion| mg | Jog.  Reduktion’ mg 
Versuches : inmg | Zucker] | inmg | Zucket 
lésung Zucker |gebildet} sung = Zucker — gebildet 
Beginn blau 16,3 0 blau 17,3 0 
‘, Stunde 0 23,4 7.1 > 23,0 5,7 
, 0 245 | 82 rot 24.0 6,7 
!' 2 Stunden 0 24.3 8.0 0) 25,1 7.8 
2 > 0 24,0 7.7 0) 26,3 0.0 
Poktine sehr stark sehr stark 








Auspumpversuch IV. 


0,4801 g Diastase gereinigt II] hatten aufgenommen 
0.0498 g 10,37°/o Chlorwasserstoff und nach 17 taégigem 
Auspumpen noch behalten 0,0313 g = 6,52°/o Chlorwasserstoff. 
Kontrolle: 0,5 g Diastase gereinigt III. 

Stairkelésung: 2 g lésliche Stirke : 500 ccm Wasser. 


nes 
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eo ~ Mit Chlorwasserstoff 
Dauer seals behandeltes Praparat 
des Jod- Reduktion) mg Jod- Reduktion mg 
Versuches a | inmg | Zucker] in mg | Zucker 
lésung | Zucker gebildet lésung Zucker | gebildet 
Beginn blau 3,3 | 0 blau 6,1 0 
‘'2 Stunde 0 126 | 93 ’ 7,2 1.1 
> 0 14,1 10,8 > 6,7 0.6 
| I'2 Stunden 0 11,7 8,4 > 7.4 1 
1 2 > 0 13,6 10,3 > 7,1 1.0 
Reduziert por iat 
Fehling stark wenig 








5318 Theodor Panzer, 


In beiden Versuchen ist eine diastatische Wirkung der 
mit Chlorwasserstoff behandelten und darnach ausgepumpten 
Diastasepréparate zu ersehen. Sie erreicht aber nicht mehr 
denselben Grad, welchen die Diastasepriparate vor der Ein- 
wirkung von Chlorwasserstoff besessen hatten. Bei dem milch- 
zuckerhaltigen Priiparate des ersten Versuches ist der Unter- 
schied nur gering, er zeigte sich nur in einem langsameren Ver- 
schwinden der Stiirke und in der langsameren Bildung von Zucker. 

Eine vielleicht nur scheinbare Abnahme des bereits ge- 
bildeten Zuckers, wie sie in diesem Versuche an dem Kontroll- 
priiparate besonders deutlich zu sehen ist, bezw. Schwankungen 
der Zuckermenge, wenn einmal ein gewisses Maximum erreicht 
ist, habe ich beimeinen Versuchen mit Diastase oft, fast regelmiibig 
beobachtet. Ich habe mir aber tiber diese Erscheinung bisher noch 
nicht Rechenschaft abgelegt und will daher auch den Umstand, 
dafi das mit Chlorwasserstoff behandelte Praparat am Ende 
des Versuches mehr Zucker aufweist, als das Kontrollpriiparat, 
nicht weiter in Diskussion ziehen. In dem Auspumpversuche IV 
wiederum ist bei dem mit Chlorwasserstoff behandelten Prii- 
parate nur eine geringe Wirkung wiedergekehrt, eine Wirkung, 
welche sich nur in der Bildung einer geringen Zuckermenge 
iiubert, ohne daf die ganze Starke hatte zum Verschwinden 
gebracht werden kénnen. Allerdings hat dieses Praéparat auch 
mehr Chlorwasserstoff enthalten, als das zum ersten Versuche 
verwendete: 6,52°/o gegen 4,51 /o. 

Um nun zu sehen, ob nicht vielleicht nur die Menge 
Chlorwasserstoff, welche das Priaparat beim Losen in Wasser 
enthalt, mafgebend fiir dessen Wirksamkeit sei, und um noch 
einige andere Verhiiltnisse zu studieren, habe ich einige 
weitere Versuche angestellt, in welchen ich ganz bestimmte 
Mengen Chlorwasserstoff, diesmal aber in wiisseriger Lésung, 
auf die Diastasepriiparate einwirken lief. Ich wihlte dazu 
ungefiihr jene Salziiuremengen, welche dem Chlorwasserstoft- 
gehalt der Praparate bei den Auspumpversuchen, und zwar 
einerseits am Ende des Auspumpens, anderseits vor dem Aus- 
pumpen entsprach. 

Die eingewogene Menge des Diastasepriparates (ent- 
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sprechend den Mengen in den vorhergegangenen Versuchen) 
wurde in einem Mefikolben zu 100 cem mit etwas Wasser ge- 
mengt, mit der berechneten Menge einer gestellten Salzsdure 
(1 cem = 0,1896 ccm normal) versetzt, auf ca. 80 ccm auf- 
cefiillt und blieb unter wiederholtem Umschiitteln eine Stunde 
lang stehen. Dann wurde mit Zehntelnormalnatronlauge neutra- 
lisiert, auf 100 ccm aufgefiillt und die Wirksamkeit wie in den 
bisherigen Versuchen unter Beiziehung einer Kontrollprobe 
geprift. 

Parallelversuch zum Auspumpversuch I. 

1. Kontrolle: 1 g Diastase III. 

2. 1 g Diastase III ++ 6,5 ccm Salzsiure = 0,04496 g 
Chlorwasserstoff, entsprechend einem Chlorwasserstoffgehalte 
des trockenen Priiparates von 4,50°/o (entsprechend nach dem 
Auspumpen). 

3. 1 g Diastase III + 9,8 cem Salzsiure = 0,06775 g 
Chlorwasserstoff, entsprechend einem Chlorwasserstoflgehalte 
des trockenen Priiparates von 6,8°/o (entsprechend vor dem 
Auspumpen). 

Stirkeldsung: 2 g léslicher Starke : 500 ccm Wasser. 





1, ohne Salzsdure |2. entspr. 4,50°/o HCI] 3. entspr. 6,8°/o HC! 





Dauer [—— : ) 
Jod-| Re- | mg |Jod-| Re- mg |Jod-| Re- | mg 
des jg- duktion Zucker} j,_ |duktion|Zucker} ).._ duktion Zucker 
— a in mg} ge- in mg| ge- /in mg| ge- 
; sung | Zucker bildet |sung | Zucker] bildet |sung | Zucker} bildet 








Beginn |blau| 19,1 | 0 |blau) 17,7 | 0 |blau] 181 | 0 
‘/e Stunde} O | 245 | 54 | » | 20.7 | 307 > | 21,7 | 36 


J 











| , 0 | 25,9 | 64 | rot | 23,1 | 54 ane 28 | 47 
I'/sStunden| 0 | 25,9 | 68 | 0 | 241 64] > | 240) 59 
2 > 0 | 20 | 69] » | 2441 1 64] 0 | 247 | 66 
Febline sehr stark sehr stark sehr stark 











Parallelversuch zum Auspumpversuch IV. 


1. Kontrolle: 0,5 g Diastase gereinigt IV. 
2. 0,5 g Diastase gereinigt 1V-++ 4,7 ccm Salzsiure = 
0,03250 g Chlorwasserstoff, entsprechend einem Chlorwasser- 
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stofigehalte des trockenen Praparates von 6,5°/o Chlorwasser- 
stoff (entsprechend nach dem Auspumpen). 

3. 0,5 g Diastase gereinigt IV + 7,5 ccm Salzsiure — 
(),05190 g Chlorwasserstoff, entsprechend einem Chlorwasserstoff- 
gehalte des trockenen Praparates von 10,4°/o Chlorwasserstoff, 

Stirkel6sung: 2 g léslicher Starke : 500 cm Wasser. 








a 


A. ohne Salzsaure | 2. entspr. 6,5 %o HCI | 3. entspr. 10,4°/o HC] 








Dauer iearnanteait 
Jod- | Re- | mg |Jod-| Re- | mg |Jod-| Re- | mg 
des lb- duktion Zucker lb- duktion Zucker 16- duktion| Zucker 
a In mg | ge- in mg} ge- in mg | ge- 
sung | Zucker | bildet |sung | Zucker | bildet |sung | Zucker| bildet 








Beginn |blaul 22 | 0 J|blau! 43 | O |blaul 7,3 | 0 
‘le Stunde] 0 | 11,3 | 9,1 | rot | 9,5 | 5,2 Iviotett| 7,9 | 06 
; 0 | 120 | 98 | o | 104] 61] 0 | 112 | 39 
t'eStunden} 0 | 13,1 | 109 | 0 | 102 | 59] 0 | 110 | 3,7 
: o | 132/110] 0 | 114] 71 | o | 141 | 3:8 


Reduziert 
Fehling 
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In diesen Versuchen zeigt sich, daB auch die wiasserige Salz- 
siure die diastatische Wirkung der Diastasepriéparate schadigt, 
Der Grad der Schidigung ist bei ein und demselben Praparate 
abhingig von der Konzentration der Salzséure. Die Schadigung 
zeigt sich sowohl in einer Verlangsamung des Verschwindens 
der Starke als auch in einer Verlangsamung der Zuckerbildung, 
in den starksten Graden auch in einer Verringerung der Zucker- 
bildung. 

Vergleicht man die mit 2 bezeichneten Versuche dieser 
Tabellen (4,50°/o bezw. 6,5°/o HCl) mit den korrespondierenden 
Auspumpversuchen, so ergibt sich bei den Versuchen mit milch- 
zuckerhaltigen Diastasepriparaten kein besonders grofier Unter- 
schied. Die gereinigten, milchzuckerfreien Praparate hingegen 
zeigen ein verschiedenes Verhalten, indem sie bei trockener 
Sittigung mit Chlorwasserstoff und nachherigem Auspumpen in 
ihrer Wirkung mehr geschidigt werden, als wenn der nach dem 
Auspumpen bleibende Chlorwasserstoff die Lésung in Form 
wisseriger Salzsaure zufihrt. 

Vergleicht man endlich die Versuche, welche in wasseriger 
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Losung mit dem milchzuckerhaltigen Praparate ausgeftihrt worden 
sind, mit denen, welche in wasseriger Losung mit dem gereinigten, 
milchzuckerfreien Praparate angestellt worden sind, so findet 
man, daf das gereinigte, milchzuckerfreie Priparat durch die 
wisserige Salzsiure viel mehr geschadigt worden ist als das 
milchzuckerhaltige Praparat, obwohl im ersteren Falle geringere 
Konzentrationen von Salzsaure (4,7 ccm bezw. 7,5 ccm : 100) ver- 
wendet worden sind als im letzteren (6,5 ccm bezw. 9,8 cm : 100). 
Es steht diese Tatsache in vollkommener Analogie zu den Unter- 
schieden der beiden Auspumpversuche. 

Die angestellten Vergleichungen lehren demnach, daf fiir 
die Schidigung der diastatischen Wirkung nicht nur die Menge 
des Chlorwasserstoffs mabgebend ist, welche beim Auflisen des 
Diastasepraparates zugegen ist. Es kommt vielmehr auch auf 
die Art des Priiparates, d.h. ob gereinigt oder nicht, bezw. 
richtiger gesagt, auf die Gegenwart dritter, fiir die Ferment- 
wirkung irrelevanter Stoffe (Milchzucker und etwaige andere 
Verunreinigungen) an. Hauptsiéchlich aber zeigt sich, da es 
etwas anderes ist, wenn man das Diastasepriparat trocken mit 
einem Uberschuf von Chlorwasserstoff behandelt und dann diesen 
UberschuB teilweise, sei es durch Luftiiberleiten allein, sei es 
noch tiberdies durch Auspumpen, entfernt, als wenn man die 
dem noch iibrigbleibenden Chlorwasserstoffgehalte entsprechende 
Salzsiuremenge der wisserigen Lésung hinzufiigt. 

Auch die bei den Vergleichungen gefundenen Details der 
Unterschiede lassen sich leicht erkliren, wenn man bedenkt, 
daB auch die Verunreinigungen der nicht gereinigten Praparate 
Chlorwasserstoff aufnehmen kénnen, und wenn man insbesondere 
daran denkt, dai durch vorausgegangene Ausfiihrungen die 
Existenz einer oder mehrerer Atomgruppen abgeleitet worden 
ist, welche fiir die diastatische Wirkung notwendig sind, welche 
Chlorwasserstoff chemisch binden, jedoch nicht basische Eigen- 
schaften besitzen und welche endlich im Vakuum Chlorwasser- 
stoff wieder abgeben. 

Ich will indessen in die Erklirungen dieser Details hier 
nicht weiter eingehen, ich will vielmehr das Augenmerk jetzt 
einzig und allein auf die angedeuteten Atomgruppen lenken. 

21* 
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Welcher Art ich mir ungefaéhr diese Atomgruppen vorstelle, 
habe ich bereits gezeigt, indem ich als Beispiele die alkoholische 
Hydroxylgruppe und die Gruppe zweier doppelt gebundener 
Kohlenstoffatome anfiihrte, ohne damit sagen zu wollen, daf 
die fragliche Atomgruppe eine der beiden genannten ist. Die 
Existenz einer solchen Atomgruppe ist bisher durch Deduktionen 
erschlossen worden, welche nicht in allen Punkten vollkommen 
beweiskraftig gestiitzt erscheinen. 

Aus den nun vorliegenden Versuchen tiber die Wirkung 
der Priiparate Jassen sich aber ungezwungen Schliisse ziehen, 
welche die Existenz dieser Atomgruppe bewiesen erscheinen 
lassen, und darum soll es Zweck der noch folgenden Zeilen 
sein, die noch nicht ganz beseitigten Einwinde zu widerlegen. 

1. Der bisher noch nicht gefiihrte Beweis, daB die in Rede 
stehenden Atomgruppen keine basischen Eigenschaften besitzen 
und den Chlorwasserstoff nicht als Saure, sondern in anderer 
Weise chemisch bindet (vorliéufig vorausgesetzt, daB nicht einer 
der unter 2 und 3 auszuschlieBenden Umstande obwaltet), liegt 
in der praktischen Ausfiihrung der Versuche zur Priifung der 
diastatischen Wirkung der mit Chlorwasserstoff behandelten 
Priparate. 

Bei diesen Versuchen wurde die wisserige LOsung der 
Priiparate mit Lauge neutralisiert, es ist damit jede Bindung 
basischer Atomgruppen an Chlorwasserstoff als Saure gelést 
worden, und diese basischen Atomgruppen sind wieder, prak- 
tisch genommen, in ihrem friiheren Zustande hergestellt worden. 
Ebenso ist etwa physikalisch adsorbierter Chlorwasserstoff durch 
die Neutralisation unschidlich gemacht worden. Wenn daher 
nach der Neutralisation sich noch eine Schidigung oder Auf- 
hebung der diastatischen Wirkung kundgibt, so hat diese mit 
Jonenreaktionen nichts mehr zu tun, sondern ist auf ander- 
weitige Festlegung oder Schidigung einer oder mehrerer Atom- 
gruppen zurtickzufihren. 

Auch das durch die Neutralisation gebildete Chlornatrium 
kann fiir die betréachtlichen Schédigungen bezw. fiir die Auf- 
hebung der diastatischen Wirkung nicht verantwortlich gemacht 
werden; denn seine Konzentration in dem Verdauungsgemische 
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betrigt schlimmstenfalls nur 0,06°/o. Uberdies habe ich mich 
durch spezielle, wegen ihrer Unwichtigkeit hier nicht ausfiihrlich 
publizierte Versuche von der Belanglosigkeit so geringer Salz- 
mengen praktisch tiberzeugt. 

Um Mifverstiindnissen vorzubeugen, betone ich ausdrtick- 
lich, daB durch den vorliegenden Aufsatz keineswegs die eventuelle 
Bedeutung basischer Atomgruppen, im speziellen etwa der Amino- 
gruppe fiir die diastatische Wirkung widerlegt oder auch nur in 
Frage gezogen werden soll. Uber die Bedeutung dieser Atom- 
gruppen sagen die beschriebenen Versuche tberhaupt nichts aus, 
und es werden Versuche in ganz anderer Richtung angestellt 
werden miissen. 

Ferner betone ich zur Vermeidung von Mibverstaéndnissen, 
daB ich mich um die Léslichkeit der mit Chlorwasserstoff be- 
handelten Diastasepriparate bezw. um die Entstehung von 
unléslichen Anteilen durch die Behandlung mit Chlorwasserstoff 
nur ganz oberflachlich gekiimmert habe, indem ich mir sagte, 
daB ja auch ein Unldslichwerden einzelner Bestandteile der 
Diastasepriiparate auf chemischen Reaktionen beruht, und dab, 
wenn eine fiir die diastatische Wirkung notwendige Atomgruppe 
chemisch gebunden oder zerstért worden ist, es ganz gleich- 
giiltig ist, ob der Bestandteil, welcher diese Atomgruppe ent- 
halten hat, in Wasser l6slich oder unléslich geworden ist. 

2. Es kénnte die Einwendung erhoben werden, dab die 
durch Einwirkung von Clorwasserstoff hervorgerufene Schi- 
digung der diastatischen Wirkung nicht auf der chemischen 
Bindung von Chlorwasserstoff an bestimmte Atomgruppen, 
sondern auf hydrolytischen Prozessen beruht, welche der Chlor- 
wasserstoff verursacht hat. Diese hydrolytischen Prozesse kénnen 
stattgefunden haben a) wahrend der Einwirkung des Chlor- 
wasserstoffs auf das trockene Priparat, b) in der wasserigen 
Losung des mit Chlorwasserstoff behandelten Priparates. 

Hydrolytische Prozesse sind nicht vollkommen auszu- 
schlieBen, auch nach den Resultaten der Formoltitrierung und 
der Bestimmung des Amidstickstoffs nicht. Aber sie kénnen, 
zum mindesten nicht allein, die Ursache der Schidigung der 
Fermentwirkung sein, und zwar 
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a) wahrend der Einwirkung des Chlorwasserstoffs auf die 
trockenen Praparate nicht, weil sonst beim Auspumpen die 
Wirksamkeit nicht hatte wiederkehren kénnen, obwohl gerade 
bei diesen Versuchen der Chlorwasserstoff 18—24 mal solange 
eingewirkt hat als bei den anderen Versuchen; 

b) in wisseriger Lésung nicht, weil sonst die Versuche 
mit wdsseriger Salzsdéure hatten anders ausfallen miissen. Im 
allgemeinen hat die wisserige Salzsiure sogar eine geringere 
Schédigung hervorgerufen als der gasformige Chlorwasserstoff. 
Insbesondere die beiden mit 3. bezeichneten Versuche, bei 
welchen der Chlorwasserstoffgehalt den Versuchen ohne Aus- 
pumpen entsprach, waren nicht imstande, die Wirksamkeit der 
Diastasepriparate zu vernichten, wahrend durch Einwirkung 
von gasf6rmigem Chlorwasserstoff die Wirksamkeit aufgehoben 
war. Dazu hat bei den letzteren Versuchen der Chlorwasser- 
stoff in wiasseriger LOsung nur einen Bruchteil einer Minute 
einwirken kénnen, weil er dann neutralisiert worden ist; bei 
den Versuchen mit wiasseriger Salzsiure konnte diese aber 
eine Stunde lang einwirken. Da die Hydrolyse in der Regel 
mit der Zeit fortschreitet, hatten gerade die mit wisseriger 
Salzsiure behandelten Diastasepraparate eine weitergehende 
Schiidigung der Fermentwirkung zeigen miissen als die mit 
gasfOrmigem Chlorwasserstoff behandelten, wenn nur hydro- 
lytische Prozesse der Grund fiir den Ausfall der diastatischen 
Wirkung gewesen wiren. 

3. In ganz ahnlicher Weise wie der Kinwand der Hydro- 
lyse widerlegt sich das Gegenteil, namlich die Annahme von 
Anhydridbildungen als Grund fiir die Schadigung der Ferment- 
wirkungen durch die Einwirkung von Chlorwasserstoff. 

Die Méglichkeit der Entstehung von Anhydriden durch 
Einwirkung von gasf6rmigem Chlorwasserstoff kann an sich 
nicht von der Hand gewiesen werden. Verwendet man ja 
doch gasférmigen Chlorwasserstoff, um Anhydride zwischen 
Siuren und Alkoholen, die Ester, zu bilden. 

Anhydridbildung kann aber nicht die Ursache der Schia- 
digung der diastatischen Wirkung sein, weil die Anhydrid- 
bindung durch Auspumpen nicht gelést werden kann. 
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4. Ein letzter noch mdglicher Einwand wire der, dab 
bei den Auspumpversuchen der Chlorwasserstoff nur auf der 
Oberflache der Pulverteilchen des Diastasepriiparates Veriin- 
derungen hervorgerufen hat, wahrend im Innern der Pulver- 
teilchen noch intaktes, wirksames Ferment enthalten war, das 
beim Lésen des Priparates wieder seine Wirkung entfalten 
kann. Dann miifiten auch die nicht ausgepumpten Priiparate 
in trockenem Zustande solche wirksame Teilchen enthalten, 
die erst beim Aufldsen des Praparates infolge der gréBeren 
Chlorwasserstoffmenge unwirksam werden. In diesem Falle 
aber miiBten auch die mit 3. bezeichneten Versuche mit wisse- 
riger Salzséure unwirksame Loésungen geliefert haben und 
damit ist auch dieser Einwand widerlegt. 

So glaube ich denn durch meine Versuche be- 
wiesen zu haben, dah zur diastatischen Wirkung eine 
oder mehrere Atomgruppen notwendig sind, welche 
Chlorwasserstoff chemisch binden, aber nicht infolge 
einer basischen Higenschaft und nicht in Form einer 
lonenreaktion, sondern in irgend einer anderen 
Weise, und welche den gebundenen Chlorwasserstoff 
im Vakuum wieder abgeben. 














Zur Konstitutionsaufklarung der Cholsdure vermittelst 
Bromierungsversuche. ') 
Von 


Dr. B. C. P. Jansen. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Amsterdam. 
Direktor Prof. Dr. G. van Rynberk.) 


Der Redaktion zugegangen am 24. Oktober 1912.) 


Durch die Untersuchungen der letzten Jahre (cf. Panzer?), 
Letsche*) und besonders Pregl‘) u.a.) ist es sehr wahr- 
scheinlich geworden, daf die Cholséiure zu den hydroaroma- 
tischen K6rpern gehoért. Es wire daher sehr erwiinscht, die 
hydroaromatischen Ringe im Cholséiuremolekiil in aromatische 
iiberzufiihren. 

Nun haben von Baeyer und Villiger®) eine, auch von 
Pregl schon angewandte Methode ausgearbeitet, durch welche 
viele hydroaromatische Substanzen zu aromatischen oxydiert 
werden kénnen. Die Methode beruht darauf, dafi man zuerst 
den hydrierten 6-Ring durch vollkommen symmetrische Sub- 
stitution von 6 Wasserstoffatomen durch Brom in einen Ab- 
kémmling von Benzolhexabromid iiberfiihrt. Hieraus entsteht 
durch Einwirkung von Zink- und Salzséure leicht ein aroma- 
tischer Korper: 

C,H,, -+ 12Br = C,H, Br, +- 6HBr 
C,H,Br, + 3Zn = C,H, + 3Zn Br,. 

Um die Anwendbarkeit dieser Methode auf die Cholsaure 
zu prifen, wurden folgende Versuche gemacht: 

18g Cholséiure (Schmelzpunkt 194°; durch langeres Er- 
hitzen auf 130° vom Krystallalkohol befreit) wurden in ein 


‘) Vorliegende und nachfolgende Abhandlung stellen eine verkiirzte 
Wiedergabe meiner Inauguraldissertation vor. Cf. B. C. P. Jansen, Dis- 
sertatie, Utrecht. 


2) Diese Zeitschrift, Bd. 48, S. 192 (1908), und Bd. 60, S. 376 (1909). 
8) Diese Zeitschrift, Bd. 61, S. 215 (1909). 
‘) Diese Zeitschrift, Bd. 65, S. 157 (1910). 


’) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 31, S. 1401 (1898). 
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Fraktionierkélbchen von 300 cem Inhalt gebracht; das Kolb- 
chen wurde geschlossen durch einen mit Vaselin itiberzogenen 
Kork, durch den ein Tropftrichter ging; das Seitenrohr war 
verbunden mit einer Waschflasche mit starker Schwefelsiure, 
um Feuchtigkeit der Luft auszuschlieBen. Das Kélbchen wurde 
in eine Kiltemischung gestellt, und aus dem Tropftrichter 75g 
Brom, gemischt mit wenig Jod, langsam hinzugefiigt. Auch in 
der Kalte ist die Reaktion sehr heftig, sodaB ein Teil des Broms 
verdampft; es entweichen ferner Str6me Bromwasserstoffs. 
Am nichsten Tage wird noch ein wenig Brom hinzugefiigt. 
Wahrend einiger Tage entweicht ein langsamer Strom Brom- 
wasserstoff. Wenn nach zwei Wochen die Gasentwicklung auf- 
gehort hat, wird das K6élbchen ge6ffnet, und es zeigt sich, 
daB eine ziéhe, durch Jod schwarz gefirbte Masse zuriickge- 
blieben ist; sie wird ausgezogen mit verdiinnter Natrium- 
bisulfitl6sung und geht dadurch in ein gelbbraunes Pulver tiber. 
Nach dem Abfiltrieren und Trocknen wog es 98 g. Dies deutet 
darauf hin, dai 8 Mol. Brom in das Cholséuremolekiil ge- 
treten sind. 

Bei einer Brombestimmung wurde gefunden: 

0,1884 g Substanz gab 0,2570 g AgBr. 
Also: 57,9°/o Brom. 
Berechnet fiir C,,H,,0,Br,: 58,2°/o Br. 

Das Reaktionsprodukt ist léslich in Natronlauge und in 
Ammoniak; durch Sauren wird es hieraus niedergeschlagen. 

Versuche, die Substanz krystallisiert zu erhalten, hatten 
keinen Erfolg. Sie ist sehr lislich in Aceton, auch gut in Ather, 
etwas weniger in Alkohol. 

Es wurde nun versucht, das bromierte Produkt zu deha- 
logenieren vermittelst Zink und Salzséure. Ein Teil der Sub- 
stanz wurde dazu in Ather und Alkohol gelést, und diese 
Losung mit Zinkstaub + alkoholischer Chlorwasserstofflésung -+- 
ein wenig Platinchlorid vermischt. Es wird aber dadurch weder 
in der Kiélte, noch bei langerem Sieden am Riickflubkihler 
das Brom entfernt. 

Statt mit Zinkstaub und Chlorwasserstoff wurde ein 
anderer Teil des bromierten Produktes mit Natrium -+ Alkohol 
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behandelt. Die Losung wird dadurch ganz schwarz gefarbt. 
Nach Hinzufiigen von tiberschiissiger Salzséiure entsteht ein 
braunschwarzer Niederschlag, der sehr léslich ist in Aceton, 
aber nicht krystallinisch zu bekommen ist. 

Es zeigte sich, daB durch Einwirkung der Lauge auf das 
Bromprodukt schon Zersetzung stattfindet; ein Teil des Broms 
wird hierbei an Natrium gebunden. In der Folge wurde 0,2034 g 
bromierter Cholsiure wihrend einiger Zeit mit Natronlauge er- 
hitzt; die LOsung wurde mit Wasser verdiinnt und angesiuert; 
nach dem Abfiltrieren der dadurch hervorgerufenen Fallung 
wurde das Filtrat mit Silbernitrat versetzt. Es entstand eine 
dicke Fillung von Silberbromid, welche 0,1700 g wog. Un- 
gefahr die Halfte des Broms wird also durch die Lauge aus 
dem Molekiil entfernt. 

Um die zersetzende Wirkung der Lauge zu verhindern, 
wurde die Reduktion mit einem neutralen Reduktionsmittel 
versucht, und zwar mit durch Quecksilber aktiviertem Alu- 
minium. Auch hierbei wurde aber weder ein bromfreies Pro- 
dukt erhalten, noch ein Produkt, das durch Umlésen kry- 
stallinisch zu erhalten war. 

Dali die oben beschriebene Art des Bromierens solch ein 
unbequemes Produkt liefert, ware vielleicht dem zuzuschreiben, 
dah, wiewohl das Kélbchen in einer Kaltemischung stand, die 
Einwirkung des fliissigen Broms auf die Cholséure stellenweise 
doch zu heftig war. Eine gelindere Einwirkung ware — so 
nahmen wir an — wahrscheinlich zu erhalten gewesen, wenn 
wir Bromdampf mit der Cholsiure hatten reagieren lassen. 
Deshalb wurde der Versuch, wie folgt, angestellt: 

In einen groBen Vakuumexsikkator wurde ein Schialchen 
gebracht mit einer feinpulverisierten Mischung von 28 g Chol- 
siiure und 10g Jod; daneben wurde ein Schilchen gestellt 
mit 120g Brom; der gedffnete Hahn war verbunden mit einer 
Waschflasche mit konzentrierter Schwefelséure, um die Luft- 
feuchtigkeit zu absorbieren. Die Reaktion von Brom und Chol- 
siure findet nun sehr gelinde statt, und der Bromwasserstoff 
entweicht Jangsam durch die Waschflasche. Wenn nach un- 
gefiihr zwei Wochen alles Brom verdampft ist, wird der Ex- 
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sikkator gedffnet und das Reaktionsprodukt vom Uberschusse 
des Broms und Jods befreit. 

Das so erhaltene Produkt zeigt aber alle Eigenschaften 
des frither bereiteten. 

Aus obigem geht wohl hervor, daf die Methode von 
Baeyer zur Dehydrierung hydroaromatischer Koérper auf die 
Cholséure nicht anwendbar ist. Weil aber die Einwirkung von 
Halogenen auf Cholsiure nur wenig studiert worden war, ent- 
schloB ich mich, die Reaktion von zuerst 1 Mol. Brom auf 
1 Mol. Cholséure genauer zu priifen. 

Nun hat schon Landsteiner!) Brom auf Cholséure ein- 
wirken lassen, nachdem er beide in Eisessig gelist hatte; er 
hat aber keinen gut definierten Koérper erhalten. Lassar- 
Cohn?) fand, dab, wenn er eine Lésung von Cholsaure in 
Kisessig in Wasser gofi und darauf Brom hinzufiigte, aus der 
Cholsiure das Oxydationsprodukt, die Dehydrocholsaure, ent- 
stand (in ziemlich schlechter Ausbeute). Ich habe den Versuch 
von Lassar-Cohn wiederholt, mit der Abinderung, dab ich 
die Cholsaure (10 g) in einem UberschuB Lauge und viel Wasser 
liste (1,51). Wurde nun zu dieser Liésung ein Uberschu8 Brom 
hinzugefiigt, so entstand eine weibe, teigige Fallung, die wahr- 
scheinlich aus einer Mischung von Dehydrocholséure und 
Bromdehydrocholsaure bestand. 

Nun hat schon Lassar-Chon (l.c.) darauf hingewiesen, 
dafi von der Dehydrocholsaure leichter krystallisierte Derivate 
erhalten werden, als von der Cholsdure. Es wurde nun des- 
halb statt der Cholsdure ihr Oxydationsprodukt, die Dehydro- 
cholséure, in Angriff genommen. 

Zuerst wurde versucht, ob bei Einwirkung von Brom- 
dampf auf Dehydrocholsdéure im Exsikkator ein krystallisierter 
KOorper erhalten wurde, oder wenigstens ein KOrper, aus dem 
durch Zink + Salzsiure oder durch, Natrium -+- Alkohol eine 
krystallisierte Substanz erhalten werden konnte. Die Versuche 
hatten aber denselben Erfolg wie bei der Cholsaure. 

Nun hat Landsteiner (l.c.) ein Monobromprodukt der 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 19, S. 285 (1894). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 16, S. 488 (1892). 








330 B. C. P. Jansen, 


Dehydrocholsdiure erhalten durch Bromieren in Eisessiglésung. 
Die Mischung von 1 Mol. Dehydrocholsdure -+- 1 Mol. Brom in 
Kisessig blieb wihrend einiger Stunden unverindert; darauf 
verschwand die Farbe des Broms bald. Wenn er nun Ligroin 
hinzufiigte, so erhielt er, laut seiner Angaben, mikroskopische 
Niidelchen. Diese sind léslich in Aceton, Eisessig, Alkohol und 
Benzol. Aus Alkohol krystallisieren beim Erhalten der heif- 
gesittigten Lésung schéne Oktaederchen. Von diesen Ok- 
taederchen gibt Landsteiner keine Elementaranalyse. Durch 
Umkrystallisieren aus Benzol erhielt er zum Teil kurze Prismen, 
zum ‘Teil feine Niédelchen. Beim Umkrystallisieren dieser 
Niidelchen aus Aceton entstanden wieder Nadelchen (A); beim 
Umkrystallysieren der Prismen aus Aceton entstand dagegen 
eine Mischung von Nadelchen und Oktaederchen (B). Schmelz- 
punkt A 171—173°; Schmelzpunkt B 160—163°. Die Analyse 
von A, sowie von B (von B wird kein Bromgehalt angegeben) 
stimmt mit der Formel C,,H,,0;Br. 

Ich habe nun die Vorschrift Landsteiners befolgt und 
das Bromsubstitutionsprodukt aus Alkohol umkrystallisiert. Es 
wurden dabei die oktaederihnlichen Krystallchen erhalten. 

Bei der Analyse zeigte sich aber, daf der Bromgehalt 
zu hoch war: 

0,1930 g Substanz gab 0,0833 g AgBr. 
Also : 18,3°/o Br. 

0,1484 g Substanz gab 0,0630g AgBr. 
Also : 18,1 °/o Br. 

Berechnet fiir C,,H,,0,Br : 16,6°%/o Br. 

Beim fraktionierten Umkrystallisieren aus Alkohol anderte 
sich der Bromgehalt nicht; die erste und die letzte Fraktion 
hatten denselben Bromgehalt. , 

Der Schmelzpunkt (besser Zersetzungspunkt) dieses aus 
Alkohol umkrystallisierten Produktes war 130—140°. 

Es kann also aus Alkohol nicht rein erhalten werden 
(vielleicht ist es nicht zu trennen von beigemischtem Dibrom- 
produkt?). Beim Umkrystallisieren aus Aceton oder aus Eis- 
essig wird aber ein in Niidelchen krystallisierendes Produkt 
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vom Zersetzungspunkt 180° erhalten (der Bromgehalt war etwas 
zu klein, siehe unten). 

Beim Umkrystallisieren dieser Naidelchen vom Zersetzungs- 
punkt 180° aus Alkohol erhielten wir wieder oktaederihnliche 
Krystallchen, die nach 24stiindigem Liegen an der Luft bei 
110—120° sich zersetzen. Beim Trocknen auf einem siedenden 
Wasserbade erleiden sie noch eine Gewichtsabnahme, iiber- 
einstimmend mit dem Verlust von 1 Mol. Krystallalkohol. 

Der Zersetzungspunkt ist nun 130—140°. 

Beim Umkrystallisieren aus Eisessig entstehen wieder 
Nidelchen vom Zersetzungspynkt 180°. 

Auch aus Aceton oder aus Aceton -++- Petrolither erhielten 
wir immer Niidelchen vom Zersetzungspunkt 180°. Beim Um- 
krystallisieren aus Aceton + Ather (dieser Ather war durch 
4 maliges Waschen mit Wasser vom Alkohol, darauf durch Calcium- 
chlorid vom Wasser befreit) entstehen immer Oktaederchen. 

Herr Professor Schoor] hatte die Giite, diese Niadelchen 
und oktaederihnlichen Krystallchen krystallographisch zu unter- 
suchen, wofiir ich ihm zu vielem Danke verpflichtet bin. 

Bei dieser Priifung wurde gefunden da die Krystiillchen 
aus Eisessig und aus Aceton wenig verschieden sind; erstere 
sind besser ausgebildet als letztere. Beide sind Nadeln, schwach 
anisotrop, die Ausléschungsrichtung parallel den Kanten. Die 
Krystéllchen aus Alkohol sind vollig anders: stark doppelt- 
brechende, tetragonale (rhombische?) Doppelpyramiden. 

Von diesen verschiedenen Arten Krystalle wurden Ele- 
mentaranalysen gemacht mit folgendem Resultat:') 

1. Nadelchen aus Aceton (Zersetzungspunkt 180°). 

0,2262 g Substanz gaben 0,4984 g CO, und 0,1420 g H,O. 

Also: 60,1°/o C und 7,0°/o H. 
0,1555 g Substanz gaben 0,3410 g CO, und 0,0896 g H,0. 
Also: 59,8°/o C und 6,4°/o H. 
0,2001 g Substanz gaben 0,0748 g AgBr. 
Also: 15,9°/o Br. 
') Die Substanz war auf dem Wasserbade getrocknet. Die Ver- 


brennung geschah im offenen Rohr mit Bleichromat; das Brom wurde 
nach Pringsheim oder durch Zersetzung mit Lauge bestimmt (siehe unten). 
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0,2421 g Substanz gaben 0,0890 g AgBr. 
Also: 15,7°/o Br. 
Berechnet fiir C,,H,,0,Br: 59,8°/o C, 6,9°/o H und 16,6°%/o Br. 

Der Bromgehalt ist also viel kleiner als berechnet; dies 
wiirde eine Folge der Anwesenheit von Krystallaceton sein 
kénnen; hierdurch verandert sich der Kohlenstoff- und Wasser- 
stoffgehalt beinahe nicht, der Bromgehalt wird natiirlich niedriger. 
Er berechnet sich fiir C,,H,,0,Br, !!s C,H,O: 60,0°/o C, 7,1°/o H 
und 16,0°/o Br. 

Dieses Krystallaceton entweicht nicht beim Erhitzen bis 
130°. Um es aber nachzuweisen und zu bestimmen, wurden 
0,3711 g Nidelchen, umkrystallisiert aus Aceton, getrocknet 
bei 100° und in ein Fraktionierkélbchen gebracht. Das Kélbchen 
ist verbunden mit einem Kihler, welcher in eine Stdpselflasche 
miindet, in der sich Wasser befindet. Nun wird aus einem 
Tropftrichter soviel Essigsaéure hinzugefiigt, bis alles sich beim 
Erwarmen gelost hatte. 

Durch Kochen wurde das Aceton tiberdestilliert, waihrend 
aus dem Tropftrichter soviel Essigséiure hinzugefiigt wurde, 
daB alles in Lésung ging. 

Das Destillat wurde mit tiberschiissiger Kalilauge gemischt 
und 24,3 eem 0,0906 Norm.-Jodlésung hinzugefiigt. Nach 10 Mi- 
nuten langem Stehen wurde angeséuert und zuriicktitriert mit 
3,0 ccm 0,0906 Norm.-Natriumthiosulfatldsung. Es zeigte sich 
in einem blinden Versuch, da& die zum Uberdestillieren des 
Acetons noétige Quantitaét Essigsiure 5,0 cem 0,0906 Norm.-Jod- 
lésung gebraucht, bis Starkelésung gebléiut wurde. Man bedarf 
deshalb 24,3 — 3,0 —5,0 = 16,3 ccm 0,0906 Norm.-Jodlésung, 
um das Aceton, aus 0,3711 g Nadelchen, in Jodoform iiber- 
zuftihren. Es sind deshalb 14,3 mg Aceton tiberdestilliert. Be- 
rechnet fiir ?/s Mol. Krystallaceton: 14,3 mg. , 


2. Nadelchen aus Essigsiure (Zersetzungspunkt 180°). 
0,2270 g Substanz gaben 0,4900 g COQ,. 
Also: 58,9°/o C. 
0,1660 g Substanz gaben 0,3575 g CO, und 0,1100 g H,O. 
Also: 58,7°/o C und 7,4°/o H. 
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0,1662 g Substanz gaben 0,0637 g AgBr. 
Also: 16,1°/o Br. 

0,1577 g Substanz gaben 0,0584 g AgBr. 
Also: 15,8°/o Br. 

Diese Zahlen stimmen gar nicht auf C,,H,,0,Br, sehr gut 
aber auf C,,H,,0.Br, 1/2 C,H,O,, mit 1/2 Mol. Essigsaure; hierfiir 
berechnet man: 58,7°/o C, 6,9°/o H und 15,7°/o Br. 

Um zu versuchen, diese Essigséure (die beim Erhitzen 
bis 130° nicht entweicht) zu bestimmen, wurden 0,4728 g aus 
Essigsiure umkrystallisierte Nadelchen in einem Fraktionier- 
kélbchen in Xylol gelést und die Essigsiure mit Xylol tiber- 
destilliert. Das Destillat brauchte 3,8 cem 0,107 Norm.-Lauge 
zur Neutralisation. Das entspricht 24,4 mg Essigsaure; fiir 
1/2 Mol. berechnet man: 27,8 mg. 

3. Oktaederchen aus Alkohol (Zersetzungspunkt 140°). 

0,1741 g Substanz gaben 0,3837 g CO, und 0,1110 g H,O. 

Also: 60,1°/o C und 7,1°/o H. 
0,2007 g Substanz gaben 0,4413 g CO, und 0,1273 g H,O. 
Also: 60,0°/o C und 7,0°/o H. 
0,2140 g Substanz gaben 0,0829 g AgBr. 
Also: 16,5°/o Br. 
0,2288 g Substanz gaben 0,0900 g AgBr. 
Also: 16,7°/o Br. 
_Berechnet fiir C,,H,,0;,Br: 59,8°/o C, 6,9°/o H und 16,6°/o Br. 

Bei diesen Oktaederchen stimmt deshalb die Analyse auf 
Monobromdehydrocholséure ohne Krystallfliissigkeit. 

Wenn die Nadelchen Krystallfliissigkeit enthalten, die 
Oktaederchen aber nicht, dann muf beim Ubergang der Okta- 
ederchen in Nidelchen eine Gewichtsvermehrung stattfinden 
und umgekehrt, beim Ubergang der Nadelchen in Oktaederchen 
eine Gewichtsverminderung. Um diese zu bestimmen, wurde 
wie folgt gearbeitet: 

In einen Erlenmeyer-Kélbchen wurden  gebracht 
18,8741 — 18,3816 = 0,4925 g Néadelchen aus Aceton; diese 
wurden gelést in 10 ccm hei®em Alkohol; das Kélbchen wurde 
geschlossen mit einem eingeschliffenen Stépsel, durch den zwei 
Rohrchen fiir die Zufiihrung von Kohlenséure und Abfiihrung 
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von Kohlenséure und Alkoholdampf hindurchgingen. Das K6lb- 
chen wurde in ein Becherglas mit Wasser von ungeféhr 70° 
gestellt und nun Kohlenséure durchgeleitet. Als aller Alkohol 
verdampft war, wurde noch einige Zeit in kochendem Wasser- 
bade erhitzt. Das Kélbchen wog nun 18,8545 g; es hatte also 
18,8741 — 18,8545 = 0,0196 g an Gewicht abgenommen. Be- 
rechnet fiir 1/s Mol. Aceton: 0,0190 g. 

Es wurden nun 0,4590 g Oktaederchen gelést in Aceton 
und diese L6sung wie oben im Kohlensaurestrome erhitzt. Das 
Gewicht vermehrte sich dann um 0,0202 g. Berechnet fiir 
13 Mol. Aceton: 0,0185 g. 

Ebenso wurden 0,5609 g aus Essigsaéure umkrystallisierte 
Nadelchen in oben beschriebenen K6lbchen in Alkohol gelost 
und die Loésung zur Trockne gedampft. Es verlor dann 0,0252 g 
an Gewicht. Berechnet fiir !/2 Mol. Essigséiure: 0,033 g. 

Das Mol.-Gewicht der Nadelchen aus Aceton wurde be- 
stimmt nach der Methode von Barger.?) Es wurde dazu eine 
Losung von 0,0480 g der Nadelchen (0,1 Milli-Mol. berechnet 
fiir ein Einzelmolekiil) verglichen in bezug auf ihren Dampf- 
druck mit einer Lésung von 0,0138 g (0,1 Milli-Mol.) und mit 
einer Losung von 0,0069 g (0,05 Milli-Mol.) Salizylséure, jede 
in 2 g Aceton. Die Lésung der Bromdehydrocholséure war 
isotonisch mit der Loésung von 0,1 Milli-Mol. Salizylséure. In 
Acetonlésung befinden sich deshalb Einzelmolekile der Brom- 
dehydrocholsaure. 

Die nicht ganz reine Bromdehydrocholsdure lost sich 
leicht in Aceton, auch in der Kalte. Die reine Substanz aber 
ist in den gewOhnlichen Lésungsmitteln (Aceton, Alkohol, Essig- 
siure, Benzol und Homologe, Chloroform, Ather, Petrolather) 
in der Kilte nur wenig loslich; am meisten in Aceton. 

Die Léslichkeit in Aceton wurde bestimmt: Das reine 
Produkt wurde lingere Zeit im Thermostaten bei 20° geschiittelt 
mit so wenig Aceton, daB nicht alles sich léste. Gleichgiiltig, 
ob wir von Niidelchen oder von Oktaederchen ausgingen, nach 
einiger Zeit bestand der Bodenkérper aus Néadelchen. 


') Ber., Bd. 37, S. 1754 (1904). 
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Nach dem Schiitteln wird ein Teil der Lésung (nach 
Filtrieren durch einen vor der Pipette angebrachten Watte- 
bausch) abpipettiert, schnell in ein Wageflaschchen gebracht, 
gewogen, das Aceton verdampft und wieder gewogen. 
So wurde gefunden: 
Nach einigen Stunden Schiitteln: 
abpipettiert: 14,3753 — 12,9833 = 1,3920 g Lésung, 
nach dem Trocknen: 13,0363 — 12,9833 = 0,0530 » Substanz. 

In 1,3920 —0,0530 = 1,3390 g Aceton ist deshalb geldést 
(,0530 g Substanz. Die Léslichkeit ist also 3,9°/o. 

Nach 24stiindigem Schiitteln: 

abpipettiert: 29,1550 — 26,2416 = 2,9134 g Lésung, 
nach dem Trocknen: 26,3454 — 26,2416 = 0,1038 » Substanz. 

In 2,9134 — 0,1038 = 2,8096 ist deshalb gelést 0,1038 g 
Substanz. Die Léslichkeit ist also 3,7°/o. 

Beim Umkrystallisieren der Bromdehydrocholsiure aus 
Benzol, Toluol oder Xylol entstehen stabformige Krystalle (bis 
zu einigen Millimetern Grdfe), die an der Luft sofort verwittern. 

Aus Chloroform entstehen glitzernde Blattchen mit einem 
Molekiil Krystallchloroform. Diese Krystallfliissigkeit ist sehr 
fest gebunden; beim Erhitzen wiahrend einiger Zeit bei 90—100° 
im absolutem Vakuum einer Gaede-Pumpe fand keine nennens- 
werte Gewichtsverminderung statt. Man konnte hier an die 
Bildung eines Additionsproduktes denken, analog dem Aceton- 
chloroform, indem die Carbonylgruppe verandert wird zu 


der Gruppe: 

7 full 

Nay Cl, 
(Die Bildung wiirde dann aber ohne Lauge stattgefunden haben.) 
Man sollte dann erwarten, daf ebenso mit Blausiure ein Cyan- 
hydrin entsténde. Nun lést sich die Bromdehydrocholsiiure sehr 
leicht in fliissiger Blauséure auch bei 0°. Beim Verdampfen 
der Lésung entstehen aber oktaederahnliche Krystiillchen, die 
kein Cyan enthalten. (Durch Lésen des Esters der Brom- 
dehydrocholsdure in Blausdure und Hinzufiigen einer Spur Lauge 
wird ein cyanhaltiges Produkt gebildet.) 

Ein wenig von der Bromdehydrocholséure wurde in Aceton 


22 
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gelést und gekocht mit (nach Gladstone und Tribe) akti- 
viertem Zinkstaub. Nach ungefahr einer Stunde wurde die 
Losung mit viel heifem Wasser verdiinnt; es entsteht eine 
gallertartige Fallung, die sich beim Hinzufiigen von Salzsiure 
lost. Beim Erkalten dieser Lésung scheidet sich ein Brei von 
Nadelchen ab, vom Schmelzpunkt 230°: nach dem Umkrystalli- 
sieren aus Aceton -+ Petrolither ist der Schmelzpunkt 235°. 
Der Schmelzpunkt einer innigen Mischung des Reduktions- 
produktes und der Dehydrocholsiaure ist 235°. Bei der Reduk- 
tion wird deshalb das Brom sehr leicht resubstituiert durch 
Wasserstoff. 

Hier modgen einige Besonderheiten der Darstellung der 
Bromdehydrocholsaéure erwaéhnt werden. Die Cholséiure wurde 
dargestellt nach Langheld,!) dessen Methode bei Anwendung 
yon Sommergalle gute Ausbeuten gab. Die Rohsaduren wurden 
mit dem doppelten Gewicht Alkohol und einem Uberschut 
alkoholischer Natronlauge einige Stunden auf dem Wasser- 
bade erwiarmt. Das cholsaure Natrium scheidet sich in Gestalt 
kleiner, schwach griinlich gefarbter Nadeln ab. Es wird heif 
abgesaugt und mit siedendem Alkohol gewaschen. Das Salz 
wird gelést in viel Wasser und die Lésung versetzt mit Salz- 
siure. Die so erhaltene Cholséure wird getrocknet und ohne 
weitere Reinigung in Essigsaéure gelést. Die Lésung wird nach 
der Vorschrift von Hammarsten?) oxydiert mit einer Lésung 
von 200 g Chromsiiure in 500 ccm Wasser -+- 500 ccm Essig- 
siiure. Die Temperatur wird dabei unter 40° gehalten. Wenn 
geniigend Chromsiiure hinzugefiigt ist, wird die Mischung mit 
sehr viel Wasser (oder mit 25°/oiger Kochsalzlésung) versetzt. 

Nach 24 Stunden wird die ausgefillte Dehydrocholsaure, 
die bei der Oxydation entstanden ist, abgesaugt und ausge- 
waschen mit viel Wasser. Die noch feuchte Masse wird mit 
verdiinnter Sodalisung gekocht und das ungeldst gebliebene 
Chromoxydhydrat abfiltriert. Aus dem gelbgefirbten Filtrat 
wird die Dehydrocholsiiure durch Salzsaéure gefillt; darauf 
abgesaugt, mit Wasser gewaschen und auf dem Wasserbade 


') Ber., Bd. 41, S. 378 (1908). 
2) Ber., Bd. 14. S. 71 (1881). 
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getrocknet. Die trockene Masse wird portionenweise aus wenig 
Aceton umkrystallisiert. Man erhilt dann sofort ganz reine 
Dehydrocholsiure vom Schmelzpunkt 236°. 

Beim Bromieren dieser Dehydrocholsiéure in Eisessig- 
l6sung nach der Vorschrift von Landsteiner (I. c.) wurde 
gefunden, dafi die Reaktion sehr beschleunigt wird durch die 
Anwesenheit von Salzsaure oder Bromwasserstoffsiure. Dieser 
Befund steht in gutem Einklang mit dem Verlauf der Reaktion 
ohne Hinzufiigen von Bromwasserstoffsiure. Die Reaktion geht 
dann zuerst sehr langsam, spiater (wenn sich Bromwasserstoff 
gebildet hat) viel schneller vor sich. 

Der starke Einflu§8 der Bromwasserstoffsdure wird ersicht- 
lich aus folgendem Versuch: 4 g Dehydrocholséure wurden in 
Eisessig gelést und eine aquivalente Menge Brom hinzugefiigt 
und zugleich eine LOsung von 1,5 g Natriumacetat in Eisessig, 
wodurch etwa gebildeter Bromwasserstoff gebunden wird. Die 
in einer Stopselflasche befindliche L6sung wird wiahrend einiger 
Tage dem Sonnenlicht ausgesetzt. Es hat keine merkbare 
Einwirkung stattgefunden. 

Dai die Bromierung ein Substitutions-, kein Additions- 
vorgang ist, wurde beim Athylester quantitativ gezeigt ; 1,1180 g 
Athylester der Dehydrocholsiure wurden in einem 100 ccm- 
Kélbchen in 10 ccm Eisessig -+- einem Tropfen Schwefelsdure 
(statt Bromwasserstoffséure, um die Reaktion zu beschleunigen) 
gelést. In einem zugeschmolzenen Rohrchen wurden 0,4140 g 
Brom abgewogen, dieses in das Kélbchen gebracht und, nach 
dem SchlieBen mit einem glisernen Stdpsel, durch Schiitteln 
zertrimmert. Nach 10 Minuten ist die Mischung entfirbt. Nun 
wird Wasser hinzugefiigt, bis genau 100 cem Fliissigkeit vor- 
handen sind. Nach starkem Schitteln wird filtriert und vom 
Filtrat 25 ecem abpipettiert. Zu diesen 25 ccm wurde Wasser, 
Salpetersiure und ein UberschuB Silbernitrat gefiigt. Das ge- 
faillte Bromsilber wog 0,1224 g, entsprechend 0,052 g Brom. 
In der ganzen Menge Fliissigkeit ist deshalb 4 >< 0,052 = 0,208 g 
Brom. Es sind 0,414 g Brom hinzugefiigt worden. Genau die 
Halfte ist also in Bromwasserstoff tibergegangen. Das Brom 
hat deshalb rein substituierend reagiert. 
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Auch das Licht hat einen groBen EinfluB auf die Reak- 
tionsgeschwindigkeit. Beim Licht elektrischer Gliihlampchen 
findet die Reaktion, auch bei Gegenwart vieler Bromwasser- 
stoffsiure, nur sehr langsam statt. Das Licht einer Bogenlampe 
oder einer Uviollampe beschleunigt die Reaktion sehr. Im 
Sommer, im direkten Sonnenlicht, verléuft die Reaktion nahezu 


momentan. 
Zum Schluf gab folgende Darstellungsweise die besten 


Ausbeuten: 

Eine bestimmte Menge Dehydrocholséure wird in wenig 
Essigsiure -}- einige Tropfen 48 °/oiger Bromwasserstoffsaure ge- 
lost. Aus einer Pipette wird nun die berechnete Quantitaét Brom im 
direkten Sonnenlicht hinzugefiigt; die L6sung wird dann sofort 
verdinnt mit viel Wasser. Die Fallung wird abgesaugt, ge- 
trocknet und einige Male aus Aceton oder Eisessig umkrystal- 
lisiert. Das Filtrat gibt nach 24 stiindigem Stehen noch eine 
kleine Fallung von Niidelchen, die sofort den richtigen Schmelz- 
punkt (180°) zeigen. 

Ks wurde nun probiert, das Bromatom durch andere 
Klemente oder Gruppen zu substituieren. Es zeigte sich aber 
(wie auch schon Landsteiner, |. c. gefunden hat), dab Lauge 
stark zersetzend wirkt: die Lésung wird sofort gelb gefarbt, 
nach langerer Einwirkung braun. Kohlensaures Natrium, Am- 
moniak, Pyridin, Athylamin haben dieselbe Wirkung wie Lauge. 

Durch Ansiuern und Ausiithern der durch Lauge gelb 
gefiirbten Lésung von Bromdehydrocholséure wurde ein zahes 
Ol erhalten, das in vacuo (3 mm) nicht destilliert werden kénnte. 

Bei der Priifung zeigte sich, daf das Brom durch die 
Lauge quantitativ aus dem Molekiil entfernt wird. Ich habe 
deshalb manchmal bei der Brombestimmung die Kontrollanalyse 
gemacht durch Zersetzung mit Lauge (s. 0.). : 

Es wurde der Athylester der Bromdehydrocholsdure dar- 
gestellt auf 2 verschiedene Weisen: 1. durch Bromieren des 
Athylesters der Dehydrocholsdéure, 2. durch Esterifizieren der 
Bromdehydrocholsaure. 

Sowohl der nach der ersten wie der nach der zweiten 
Darstellungsweise erhaltene Ester krystallisiert aus Alkohol in 
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oktaederihnlichen Krystallen. Durch wiederholtes Umkrystal- 
lisieren aus Essigsiure konnte ich eine Mischung von Niadel- 
chen und Oktaederchen erhalten vom Zersetzungspunkt 190°. 

Eine innige Mischung der aus Alkohol umkrystallisierten 
Oktaederchen der ersten Darstellungsweise (Zersetzungspunkt 
180") mit aus Alkohol umkrystallisierten Oktaederchen der 
zweiten Darstellungsweise (Zersetzungspunkt 180°) fangt bei 
180° an sich zu zersetzen, ein Beweis fiir die Identitét der 
beiden Substanzen. 

Brombestimmung des durch Bromieren des Athylesters 
der Dehydrocholsdure erhaltenen Produktes: 

0,2030 g Substanz gaben 0,0764 g AgBr. 

Also: 16,0°/o Br. 

Brombestimmung des durch Esterifizieren der Bromdehy- 
drocholsdéure erhaltenen Produktes : 

0,2323 g Substanz gaben 0,0850 g AgBr. 

Also: 15,6%/o Br. 

Berechnet fiir C,,H,,D,Br : 15,7°/o Br. 

Auch eine Lésung des Esters wird durch Lauge sofort 
gelb gefarbt, also zersetzt. 

Wenn das Bromatom der Bromdehydrocholsaure in eine 
CH,-Gruppe eingetreten ist, die mit einer Aldehydgruppe ver- 
bunden ist, so wiirde nach der Substitution des Broms durch 
OH eine Substanz gebildet worden sein mit der Kohlenhydrat- 
Gruppe: C=O 


| 
C—OH 


! 
Lésen wir ein wenig Bromdehydrocholséure in Lauge und 
neutralisieren darauf die Lésung, dann schmeckt diese noch 
rein bitter; die Loésung reduziert aber beim Kochen sofort 
Fehlingsche Lésung und ammoniakalische Silberlésung, wih- 
rend diese Reagenzien auf Dehydrocholsiéure nicht einwirken. 
Wenn das Produkt der Einwirkung der Lauge auf Bromdehy- 
drocholséure die Gruppe 

C=O 

con 
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enthalt, so wiirde man erwarten, daB mit Phenylhydrazin ein 
Osazon gebildet wird. Auf verschiedene Weise wurde ver- 
sucht, dieses Osazon krystallinisch zu erhalten. Es entstanden 
aber immer schwarze, amorphe Fallungen. 

Es wurde weiter versucht, die Bromdehydrocholséure zu 
kondensieren mit den Aldehydreagenzien Semicarbamid und 
Hydroxylamin. Es wurden dazu methylalkoholische Lésungen 
des Semicarbamids oder des salzsauren Semicarbamids (bezw. 
des Hydroxylamins oder des salzsauren Hydroxylamins) ge- 
mischt mit einer methylalkoholischen Lésung des Brom- 
produktes. 

Beim Erwirmen aller dieser Mischungen aber wurden 
sie gelb bis rot und es konnte keine krystallinische Substanz 
isoliert werden. 

Auch beim Bromieren des Trioxims der Dehydrochol- 
siiure wurde kein krystallinisches Produkt erhalten. 

Beim Erwirmen einer essigsauren Lésung von Dehydro- 
cholsiure mit einer Lésung von salzsaurem Semicarbamid 
-+-Natriumacetat in Eisessig erstarrt die Masse zu_ einer 
dicken Gallerte. Diese Gallerte wurde im Vakuum itber kon- 
zentrierter Schwefelsiure getrocknet, darauf gepulvert, aus- 
gekocht mit Wasser und auf einem Tonteller getrocknet. Die 
trockene Masse wurde in Eisessig gelést und mit der berech- 
neten Menge Brom versetzt; darauf viel Wasser hinzugefiigt, 
filtriert und die Fallung aus Alkohol umkrystallisiert. Es entsteht 
dabei aber wieder eine nicht krystallinisch zu erhaltene Gallerte. 

Statt mit Lauge, wurde noch versucht, das Brom zu 
entfernen mit Bleihydroxyd, mit Baryumcarbonat, mit Silber- 
oxyd und mit Quecksilberoxyd. Es wurden aber keine krystal- 
linischen KOrper erhalten. 


Zusammenfassung. 


Bei den Versuchen zur volligen Bromierung der Chol- 
siure wurde eine braune, amorphe Masse erhalten; diese wird 
durch Lauge zersetzt und verliert dabei einen Teil des Broms. 
Bei der Reduktion mit Zinkstaub +- alkoholischer Salzsdure 
oder mit Aluminiumamalgam wird nicht alles Brom entfernt. 
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Beim Bromieren in Essigsiure wurde gezeigt, dab die 
Reaktion beschleunigt wird durch Sonnenlicht und Wasserstoff- 
ionen (durch Natriumacetat wird die Bromierung verhindert). 
Es wurde gezeigt, dafi die Bromierung ein Substitutionsvor- 
gang ist. 

Das Bromierungsprodukt kann nicht gereinigt werden: 
durch Umkrystallisieren aus Alkohol. Es wird aber rein er- 
halten durch Umkrystallisieren aus Essigsiure oder aus Ace- 
ton; es krystallisiert daraus in Niidelchen vom Zersetzungs- 
punkt 180° und enthalt, je nachdem aus Essigsiiure oder aus 
Aceton umkrystallisiert worden ist, 1/2 Mol. Essigsiure oder 
'/; Mol. Aceton. 

Beim Umkrystallisieren dieser Nadelchen vom Schmelz- 
punkt 180° entstehen obtaederahnliche Krystalle vom Zer- 
setzungspunkt + 140°. Diese enthalten keine Krystallfliissigkeit. 
Beim Umkrystallisieren aus Aceton oder Eisessig entstehen 
wieder Niadelchen vom Zersetzungspunkt 180°. 

Beim Umkrystallisieren der Bromdehydrocholséure aus 
Benzol, Toluol oder Xylol entstehen Stibchen mit Krystall- 
fliissigkeit, die an der Luft sofort verwittern. 

Beim Umkrystallisieren aus Chloroform entstehen glitzernde 
Blattchen, die Chloroform enthalten. Dieses Chloroform ent- 
weicht nicht beim Erhitzen auf 100° im absoluten Vakuum. 

Die Ldoslichkeit der Bromdehydrocholsiure in Aceton 
wurde bestimmt. 

Der Athylester der Bromdehydrocholsiure wurde dar- 
gestellt durch Bromieren des Athylesters der Dehydrocholsiiure 
und durch Esterifizieren der Bromdehydrocholsaure. 

Durch Einwirkung von Lauge oder von alkalisch reagie- 
renden Fliissigkeiten wird aus der Bromdehydrocholsiure oder 
aus dem Athylester das Brom quantitativ entfernt. 

Wiahrend siedende Fehlingsche Lésung oder ammonia- 
kalische Silberlésung auf Dehydrocholséure nicht einwirkt, 
wird Bromdehydrocholséure sofort oxydiert. 

Beim Reduzieren der Bromdehydrocholsiéure mit Zink- 
staub oder mit Magnesium entsteht Dehydrocholsiiure. 








Zur Cholsdureresorption durch den Hundedarm. 


Von 
Dr. B. C. P. Jansen. 


‘Aus dem physiologischen Institut der Universitat Amsterdam, 
Direktor Prof. Dr. G. van Rynberb.,) 


(Der Kedaktion zugegangen am 24. Oktober 1912.) 


Die chemische Untersuchung der Cholsaéure hat nur we- 
nige charakteristische Spaltungsprodukte ergeben: sie hat aber 
gezeigt, dal} das Cholsiuremolekiil sehr schwierig durch che- 
mische Reagenzien angegriffen wird. Vorliegende Arbeit wurde 
nun unternommen mit dem doppelten Zweck 1. zu konstatieren, 
in welcher Form die Cholsiéure die Darmwand passiert, und 
2. falls sie zuerst gespalten wird, aus den Spaltungsprodukten 
einen Einblick in die Struktur des Cholsiuremolektils zu gewinnen. 

Schon viele Untersuchungen sind tiber die Resorption der 
Cholsiure im Darme ausgefiihrt worden. Einen Uberblick bis 
1878 gibt Tappeiner.!) Tappeiner selbst (I. c.) stellte aus- 
gedehnte Untersuchungen an tiber die obengenannte Frage. 

Erstens untersuchte er 150 ccm Chylus, die in 2 Stunden 
wihrend einer fettreichen Mahlzeit durch einen Hund mit einer 
Fistel des Ductus thoracicus geliefert worden waren, auf die 
Anwesenheit von Cholsiiure; er erhielt eine schédne Petten- 
kofersche Reaktion. Tappeiner gibt dabei an, dafh er die 
Reaktion nach der Modifikation von Neukomm angestellt hat, 
und da® er vorher die Fette durch Extraktion mit Ather und 
die Fettséuren durch Fallen mit Baryumacetat entfernt hat. 
Er erwihnt aber nicht, ob vorher die Eiweifk6érper entfernt 
waren, und ob das Spektrum die beiden fiir die Cholsaéure 
charakteristischen Bander zeigt. 

Zur Beantwortung der Frage, ob und in welchen Ab- 
schnitten des Darmes Resorption der Cholsiure stattfindef, ver- 
fuhr Tappeiner wie folgt: 

Von einem Hunde, der 48 Stunden gefastet hatte, wurde 
unter Chloroformnarkose die Bauchwand ge@dffnet, ein bestimmter 
Teil des Darmes abgebunden und in diesen Abschnitt eine be- 
kannte Quantitaét Galle oder einer L6sung von Taurocholsdure, 


‘) Wiener Sitz.-Ber., Bd. 77, S. 281 (1878). 
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Glykocholsiure oder Cholséiure gebracht. Dann wurde die 
Bauchwand zugenaéht und das Ganze wiihrend 3—5 Stunden 
sich selbst iiberlassen. Darauf wurde die Schlinge aus dem 
Kérper genommen, und der Inhalt quantitativ untersucht. 

Tappeiner kam zu dem Ergebnis, dai im Duodenum 
weder aus Glykocholsiiure-, noch aus Taurocholsiure-, noch aus 
Cholséurel6sungen etwas resorbiert wird; daf das Jejunum nur 
Glykocholsdure, das ganze Ileum aber alle 3 Sauren resorbiert. 
In welcher Form die Gallensaiuren durch die Darmwand gehen, 
wurde von Tappeiner nicht niiher erforscht. 

Spitere Forscher (wie Schiff!) und Stadelmann?)) be- 
merkten, dafi das Eingeben per os von Gallensiiuren bei Gallen- 
fistelhunden eine starke Vermehrung der Gallensiureabsonderung 
durch die Leber zur Folge hat. Schiff kam zu der Hypothese 
eines intermediiiren Kreislaufs der Cholséure: sie sollte durch 
den Darm resorbiert, im Blute aufgenommen (als ganze Mole- 
ktile, oder in der Form von Spaltungsprodukten?) und wieder 
an die Leber abgegeben werden, worauf sie dann wieder in 
den Darm sezerniert wird. 

Um nun zu bestimmen, in welcher Form die Cholséure 
die Darmwand passiert, haben wir im tiberlebenden Darm eine 
schéne Methode fiir diese Untersuchung ausfindig gemacht; 
wir kénnen das Blut ersetzen durch Ringersche Lésung, die, 
wenn wir die Glukose weglassen, gar keine organischen Sub- 
stanzen enthialt. In dieser Fliissigkeit wird es viel leichter sein, 
kleine Mengen organischer Substanz nachzuweisen, als im Blut. 

Es wurde nun von einem groBen Hunde (15 kg schwer) 
unter Chloroformnarkose die Bauchwand gedffnet und vom 
lleum ein Abschnitt von 2 dm Lange abgebunden; darauf wurden 
die entsprechende Arterie und Vene aufgesucht und in diese 
Kaniilen eingefiihrt. Die Darmschlinge wird alsdann in ein 
auf 39° erwarmtes Bad mit physiologischer Kochsalzlésung ge- 
bracht. Durch die mit der Arterie verbundene Kaniile wird 
aus einem 75 cm hodher stehenden Behilter ein konstanter 
Strom Ringersche Lésung (ohne Glukose) geleitet; aus der 





1) Archive de Physiologie, 1892, S. 594. 
*) Zeitschrift f. Biologie, Bd. 34, S. 1 (1896). 
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Vene tropft das immer inehr verdiinnte Blut ab. Nachdem 
alles Blut (bei oberflachlicher Betrachtung) verschwunden war, 
wurden in die Darmschlinge 9 ccm 2°/oige Natriumcholatlésung 
gebracht. Wenn nun die Cholsiure (das ganze Molekiil, oder 
die Spaltungsprodukte) durch die Darmwand geht, so wird sie 
in der durch die Gefiibe stromenden Ringerschen Lésung sich 
ldsen. In ungefiahr einer Stunde waren 300 ccm aus der Vene 
getropft. Diese Fliissigkeit wurde auf dem Wasserbade ein- 
gedampft, bis ein grober Teil des Kochsalzes auskrystallisiert 
war. Nach dem Abfiltrieren wurde mit einer Probe der Lésung 
die Pettenkofersche Cholsaurereaktion angestellt. Diese ergab 
aber ein negatives (jedenfalls nicht gut positives) Ergebnis. 
Vorher hatte ich mich tiberzeugt, daf die Reaktion nicht ge- 
hemmt wird durch viel Kochsalz (aus der Ringerschen Lésung). 

Die Flissigkeit wird nun ganz zur Trockene gedampft 
und mit Alkohol ausgezogen. Hierin lést sich aber nahezu 
nichts, auSer ein wenig Natriumchlorid. Auch Ather nimmt 
nichts auf. 

Die Darmschlinge war am Ende des Versuchs stark an- 
geschwollen und beim Offnen spritzte die Fliissigkeit hervor; 
sie enthielt noch eine grofe Quantitit Cholsaure. 

Aus diesem Versuch kénnte man ohne weiteres schlieBen, 
daB die Cholsiiure, im Widerspruch mit dem Ergebnis Tap- 
peiners, nicht durch die Wand des Ileums resorbiert wird. 
Es zeigte sich aber, dafi die Anordnung des Versuchs vieler 
Verbesserungen bedarf. 

Erstens war es erwiinscht, eine etwas gréfere Schlinge 
zu nehmen; dann ist das entsprechende Gefifsystem auch 
grofier und es strémt in derselben Zeit mehr Fliissigkeit hin- 
durch. Bei diesem schnellen Durchstromen bekommt man 
aber eine duferst verdiinnte L6sung des etwa durch den Darm 
an die Fliissigkeit abgegebenen Produktes. Darum wurde spater 
die Fliissigkeit (eine Quantitét von 500 ccm), wenn sie durch 
das Gefii®system gestrémt war, heftig mit Sauerstoff geschittelt 
und in die Vorratsflasche gebracht. 

Dann war es im Anfang sehr schwer, die richtige, dem 
bestimmten Abschnitt entsprechende Arterie und Vene aufzu- 
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suchen. Deshalb wurde spater der ganze Darm mit dem Mesen- 
terium und GefaifBsystem aus dem Koérper genommen und in 
ein Bad mit physiologischer Salzlésung von 39° gebracht, welche 
leicht erneuert werden konnte. Dann wurde die Arterie und 
Vene so hoch wie mdglich aufgesucht, und in diese weiten 
GefafBe konnte ich sehr leicht Kaniilen einbinden; nun wurde 
eine Schlinge von 5 dm abgeschnitten und alle diesem Ab- 
schnitt nicht entsprechenden Arterien und Venen abgebunden 
und weggeschnitten. Um zu erforschen, ob diese dem be- 
stimmten Abschnitt nicht entsprechenden Gefiibe alle abge- 
bunden waren, liefi ich zuerst durch das Gefifisystem defibri- 
niertes Blut flieBen (vom Hunde durch Entblutung erhalten), 
das durch seine Farbe leicht anzeigt, ob irgendwo eine nicht 
abgebundene Offnung ist. Wenn alle der Schlinge nicht ent- 
sprechenden Offnungen abgebunden sind, so wird das Blut 
durch Ringersche Lésung ersetzt und in die Schlinge ein Ge- 
misch gleicher Quantitéten 2°/oiger Natriumcholatl6sung und 
0,9°/oiger Kochsalzlésung gebracht. 

Nach dem Versuch wird die Ringersche Lésung einge- 
dampft, bis eben gerade Kochsalz sich ausscheidet; darauf 
angesduert (um aus etwa in Lésung befindlichem Natriumcholat 
Cholséure in Freiheit zu setzen) und wiederholt mit Ather 
ausgeschittelt. 

Wenn wir nun nach dem Verdampfen des Athers den 
Riickstand in wenig Soda lésen, dann zeigt diese Losung sehr 
schon die Pettenkofersche Reaktion (mit den Absorptions- 
biindern vor D und vor F) und die Fluorescenzreaktion beim 
Versetzen mit konzentrierter Schwefelsiure. 

Dieses Ergebnis wurde durch Wiederholen des Versuchs 
mit mehreren Hunden immer bestiatigt. 

Weil es uns durch die geringe Quantitét nicht gelungen 
ist, die Cholséure rein zu isolieren, so haben wir nicht sicher 
bewiesen, dafi die Cholsiiure ungespalten die Darmwand passiert; 
aber der Befund, daB sowohl die Pettenkofersche Reaktion 
als die Fluorescenzprobe positiv sind, ist doch ein beachtens- 
wertes Argument dafiir. 








Zur Nomenklatur der Blutfarbstoffderivate. 
Von 
K. Birker-Tiibingen. 


Der Redaktion zugegangen am 23. Oktober 1912.) 





In einer in dieser Zeitschrift, Bd. 78, S. 159 erschienenen Mit- 
teilung «Notizen» wendet sich E. Abderhalden auf S. 162 mit Recht 
vyegen unlogische Namengebung. Der Autor schlagt in diesem Zusammen- 
hange vor, das Wort «Haimochromogen>» zu vermeiden und dafiir «Haimatin> 
zu setzen. Was bisher Hamatin genannt wurde und die Sauerstoffverbin- 
dung des Hamochromogens bezeichnete, soll dagegen in Zukunft «Oxy- 
himatins heifen, 

Da es aber doch bedenklich ist, einem so sehr eingebiirgerten 
Namen wie Himatin einen anderen Sinn unterzuschieben, so erlaube ich 
mir, wenn es zur Anderung der Namen kommen soll, den Vermittlungs- 
vorschlag zu machen, von «reduziertem Hamatin»> und von «Oxyhamatin» 
zu sprechen. Dadurch wird eine ernstliche Kollision mit der fritheren 
Nomenklatur vermieden und zugleich die naheliegende Analogie zu 
Himoglobin zum Ausdruck gebracht. 




















Weitere Mitteilungen iiber Stickstoffretentionen bei Fitterung 
von Ammoniaksalzen. 


(Nach Versuchen am Schwein.) 


Von 
E. Grafe. 


(Aus der medizinischen Klinik in Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. September 1912.) 


In den friiheren Mitteilungen iiber den gleichen Gegen- 
stand!) war festgestellt worden, daf die Verfiitterung von 
Ammoniaksalzen zugleich mit einer Kost, die nur Spuren von 
EiweiB enthalt, aber einen den Bedarf der Tiere kalorisch weit 
iiberwiegenden Gehalt an Zucker und Starke besitzt, zu einer, 
gegeniiber der Vorperiode, ohne Ammoniaksalze sehr erheb- 
lichen Stickstoffretention fiihrt. In einer 15tiagigen Periode 
gelang es, ein vollkommenes N-Gleichgewicht zu erzielen. 

Der Ausfall des langen Versuches sprach mit grofer 
Wahrscheinlichkeit fiir die Annahme, dafi es sich nicht um 
eine einfache Retention von Ammoniak handelt, sondern dal} 
dieser Ko6rper in irgend einer Weise eiweifisparend gewirkt 
hatte. Uber den Mechanismus dieses Vorgangs konnten wir 
nur ganz unverbindliche Vermutungen iiufern. 





') Grafe, Vortrag in der Sitzung des Naturhistor.-Mediz. Vereins 
Heidelberg vom 23. Jan. 1912. Ref. Miinch. Mediz. Woch., Nr. 9, S. 501, 
1912; Grafe und Schlapfer, Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 1ff., 1912; 
Grafe, Vortrag auf dem 29, Kongref f. Innere Medizin, April 1912 (Ver- 
handlungen S. 507 u. ff.); Grafe, Diese Zeitschrift Bd. 78, H. 6, S. 485. 

Leider sind in dieser letzteren Arbeit bei der Korrektur in den 
Zahlen einige Druckfehler stehen geblieben, die sich z. T. auch in der 
Arbeit mit Schlapfer finden: . 

Bd. 78, H. 6 lies: S. 487 Anmerk. *) statt 500 50 cem. S. 505: 
29. Versuchstag Stab 11: 1,454 statt 1,674, Stab 13: +- 0,410 statt +- 0,210. 
30. Versuchstag Stab 11: 1,681 — statt 1,531. 37. Versuchstag Stab 7: 
0,1156 statt 0.1456. S. 507 14. Stab: 0,435 statt 0,445. S. 509. 87. Versuchs- 
tag Stab 13: — 0,579 statt —0,549. S. 509, Stab 14: 2,341 statt 2,311, 
0,33 statt 0,37. 
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Da wir uns wegen der Rubnerschen Untersuchungen tiber 
die Abnutzungsquote nicht recht vorstellen konnten, daf infolge 
der Ammoniakfitterung tiberhaupt viel weniger Eiweifb bezw. gar 
kein Eiweif zerfallt, und da anderseits die Synthese von Amino- 
siuren durch die Versuche von Knoop und Embden erwiesen 
ist, hielten wir fiir méglich, daf Ammoniak fiir die Synthese 
von Eiweif verwandt werden kann. Dabei haben wir die Frage, 
welche Aminosiéiuren und ob alle Aminosiéuren, insbesondere 
z. B. das Tryptophan, synthetisch aus Kohlenhydraten und Am- 
moniak hergestellt werden kénnen, ganz offen‘) gelassen. 

Es ist daher nicht ganz zutreffend, wenn Abderhalden 
in seiner Arbeit mit A. Lampe?) schreibt, ich sei geneigt, die 
von mir beobachtete Stickstoffretention im Sinne einer Ver- 
wertung des zugeftihrten Ammoniaks zur Bildung simtlicher 
dazu notigen Aminosauren zu deuten. 

Abderhalden®*) und seine Mitarbeiter haben sich un- 
abhangig von uns mit dem gleichen Problem beschaftigt. In den 
prinzipiell wichtigsten Punkten besteht zwischen Abderhalden 
und mir vollkommene Ubereinstimmung: Abderhalden fand 
auch Stickstoffretention und deutet diese ebenfalls als eine 
EKiweifersparnis durch das verfiitterte Ammoniak. Differenzen 
bestehen nur in zweifacher Richtung: einmal betreffs der Grofke 
der erzielten N-Retentionen und ferner in der Auffassung von 
dem Mechanismus der eiweifiersparenden Wirkung der Am- 
moniaksalze. 

Was den ersten Punkt betrifft, so waren in meinen Ver- 
suchen die Stickstoffretentionen in der Regel viel gréfer, wie 
in den von Abderhalden mitgeteilten Reihen. Aber auch 
in diesen selbst bestanden starke Differenzen. In den giin- 
stigsten Fallen betrug der N-Verlust pro die nur 0,15 ¢g 
gegeniiber 1,0—1,5 g in der Vorperiode ohne Ammoniak, es 
bestand also nahezu ein N-Gleichgewicht; in einem Teil der 
spiiteren Versuche war eine erhebliche N-Retention tiberhaupt 


nicht zu erkennen. 


') Vgl. Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 497 u. 498, 1912. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 160. 
3) Diese Zeitschrift, Bd. 77, H. 1, Bd. 80, H. 2 u. 3, S. 136 u. ff. 1912. 
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Obwohl die weitesten Differenzen sich in Abderhaldens 
eigenen Versuchen finden, war Abderhalden geneigt, die 
von uns erzielten giinstigeren Bilanzen darauf zuriickzufiihren, 
daB wir, wie er glaubte, fiir das von uns verwandte Mercksche 
Ammoniumcitrat einen zu hohen Wert an Stickstoff (17°/o) in 


Rechnung stellten. 
Er stiitzte sich dabei auf eine Angabe in unserer Arbeit, 


daB wir nicht mehr als 3,53g N (entsprechend ca. 20g Am- 
moniumcitrat) pro die verfiittert hatten. 

Auf meine Bitte hat Herr Professor Abderhalden sich 
liebenswiirdigerweise bereit erklirt, diese Angelegenheit selbst 
zu berichtigen. 

Trotzdem mdéchte ich aber, um keinen Zweifel aufkommen 
zu lassen, hier noch einmal selbst genau feststellen, wie wir 
bei der N-Bestimmung der Ammonsalze vorgegangen sind. 

Da uns die grofe Neigung des Ammoncitrates, Wasser 
anzuziehen, wohl bekannt war und uns nur die Mengen des 
darin enthaltenen Stickstoffs interessierten, haben wir die Salze, 
wie auch in unserer Arbeit!) angegeben steht, stets in schwach 
salzsaurer LOsung verfiittert. In diesen Lésungen, die 
meist fiir mehrere Versuchstage im Eisschrank aufbewahrt 
wurden, haben wir den Stickstoffgehalt bestimmt und 
in Rechnung gesetzt, und nicht etwa aus der Formel 
berechnet. 

Es finden sich daher in unseren Tabellen auch nur An- 
gaben tiber die verfiitterten N-Mengen, nicht etwa tiber die 
verfiitterten Gramm-Substanz, deren Zusammensetzung wir gar 
nicht untersucht haben. 

Daher konnte die Zahl 3,53 g N auch nicht angeben, dal 
wir in dem von uns benutzten Priparate in ca. 20 g diesen 
Wert gefunden hatten, sie konnte nur besagen, dafi ca. 20 ¢ 
chemisch reines Ammoncitrat theoretisch 3,53 g N enthalt. 

Im einzelnen wurde folgendermafen verfahren: 100—150 g Am- 
moniumcitrat wurden abgewogen und in 400—600 ccm deslilliertem Wasser 


gelést und einige Kubikzentimeter verdiinnter Salzsiure bis zur deutlich 
sauren Reaktion hinzugefiigt. Von dieser Lésung, die gewdhnlich fiir 


) Grafe und Schlapfer, |. c., S. d. 
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1—2 Wochen reichte, wurden taglich je nach Bedarf 25—100 ccm mit 
einer genau geeichten Pipette entnommen und dem Futter zugesetzt. 
Durch N-Bestimmungen in der Lésung tiberzeugten wir uns von Zeit zu 
Zeit, dafi der Gehalt konstant geblieben war. Als Belege teilen wir im 
Anhang 2 Analysenprotokolle mit. 

Der beste Beweis dafiir, daB die von uns gewahlte Art 
der Verfiitterung und Berechnung des Ammoncitrates, welche 
wohl die einfachste und genaueste ist, genau zu dem gleichen 
Resultat fiihrt, wie wenn man die Salze in Substanz verfiittert 
und analysiert, sind die in dieser Mitteilung wiedergegebenen 
Versuche am Schwein. 

Die Ursache, warum die N-Bilanz in den Versuchen von 
Abderhalden so stark variierte, ist meines Erachtens darin 
zu suchen, daB die Bedingungen fiir das Zustandekommen 
starker N-Retentionen in den einzelnen Versuchen in ganz 
verschiedenem Grade eingehalten wurden. 

Die Hauptbedingung ist die Darreichung grofer Mengen 
von NH,-N und tberreichliche Ernéhrung mit Kohlenhydraten, 
deren Menge allein kalorisch den Bedarf des Tieres erheblich 
iiberschreiten muf. In zweiter Linie kommen dann weitere 
Momente, die den N-Ansatz begiinstigen, wie Wachstum, vorauf- 
gegangener Hunger usw. in Betracht. 

Sobald kalorisch nicht geniigende Mengen von Nahrung 
vorhanden sind, wird das Eiweif mit in den Verbrennungs- 
prozeB hineingerissen. 

Dies muf aber unter allen Umsténden vermieden werden. 
Erfahrungsgema61) wird die Eiweifverbrennung durch Kohlen- 
hydrate am meisten eingeschrankt. 

Fette, selbst wenn sie in sehr groBen Mengen verfiittert 
werden, haben offenbar wegen ihrer Schwerverbrennlichkeit nicht 
entfernt die gleiche Wirkung, und man kann mit ihnen die Eiweib- 
verbrennung nie bis auf die Abnutzungsquote herabdriicken. 

Theoretisch war demnach nicht zu erwarten, dab die 
Kohlenhydrate sich in den Versuchen mit Ammoniakfiitterung 
in weitem Mae durch Fett vertreten lassen. Auch Knoop 


') Lit. bei Mendel in den Ergebnissen der Physiol., Bd. XI, 1912. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 67, S. 489, 1910. 
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hat schon darauf hingewiesen, daf die Synthese von Amino- 
siuren bei itiberreichlicher Fettnahrung leiden miisse. So 
nimmt es kein Wunder, dab die Bilanzen in den Versuchen, 
in denen sehr wenig Kohlenhydrate, dafiir aber sehr viel Fett 
verfiittert wurde, stark negativ ausfielen. Im einzelnen ist 
die Beurteilung der N-Bilanz in den meisten der zuletzt von 
Abderhalden mitgeteilten Reihen dadurch sehr erschwert, 
da8 gewohnlich die Ammoniaksalze nur wenige Tage verfiittert 
wurden,!) und meist ein oder mehrere Hungertage vorhergingen. 
Es ist dabei immer Gefahr, dafB der wahrend des Hungers fast 
stets retinierte Stickstoff dann mit steigender Diurese in der 
folgenden Periode (Fiitterung mit Ammoniaksalzen) ausge- 
schieden wird und besonders bei kurzen Perioden die N-Bilanz 
ungiinstig beeinflubt. AuBerdem ist es schwer, den Einflu& der 
verfiitterten Ammoniaksalze auf die N-Bilanz genau zu erkennen, 
wenn nicht stets genau die gleiche Kost ohne Zusatz des 
Ammoniaks mehrere Tage unmittelbar vor und nach der Dar- 
reichung der Salze verfiittert wurde. 

Obwohl so eine genaue Abschiitzung der N-Retentionen 
in den Versuchen, in denen zu wenig Kohlenhydratkalorien 
gefiittert wurden, schwer ist, so gewinnt man doch den Eindruck, 
dai die Retentionen meist nicht sehr erheblich sein kénnen. 

Es ist das ein Ergebnis, das nach der obigen Ausfiihrung 
theoretisch zu erwarten war. So wird der Gegensatz, in dem 
diese letzten Versuche von Abderhalden zu einigen zuerst 
von ihm ver6Offentlichten Mitteilungen und meinen eigenen Ergeb- 
nissen stehen, leicht versténdlich. 

Die N-Bilanzen bei Fiitterung von Ammonsalzen 
fallen um so giinstiger aus, je reichlicher die Mengen 
verfiitterten Stickstoffs und die Uberernihrung mit 
Kohlenhydraten ist; durch die verschiedene Stirke der 
Kohlenhydratiiberernahrung erklirt sich sicherlich 
zum grofen Teil der verschiedene Ausfall der Ver- 
suche. In dem Versuche, in dem bisher die gréfiten Mengen von 





') Abderhalden und Hirsch haben dies tibrigens auch selbst 
angegeben und auf technische Schwierigkeiten zuriickgefiihrt, 1. c., S. 142. 
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Kohlenhydraten gefiittert wurden (ca. 115 Kohlenhydratkalorien 
pro 1 kg), war auch die Bilanz am giinstigsten, und ein N-Gleich- 
gewicht wurde erzielt. 

DaB sowohl Abderhalden wie ich die N-Retentionen 
als Eiweifersparnis auffassen, wurde schon oben festgestellt. 
Aber auch in der Deutung des Mechanismus dieses Vorganges 
gehn unsere Ansichten keineswegs so weit auseinander, wie 
es nach den letzten Mitteilungen von Abderhalden den An- 
schein haben konnte. 

Er lehnt eine Synthese von Kiweifi aus Kohlenhydraten 
und Ammoniak ab, will aber damit «die Synthese einzelner 
Aminoséuren aus Ammoniak und den entsprechenden organischen 
Grundsubstanzen durchaus nicht» ausschlieBen.!) Zieht man 
dies in Betracht, so ist, da auch ich, wie schon oben auseinander- 
gesetzt, die Frage, ob alle Aminoséuren jedesmal synthetisch 
gebildet werden, stets ausdriicklich offen gelassen habe und 
die Entscheidung weiteren Untersuchungen vorbehielt, ein 
prinzipieller Unterschied in unseren Deutungen fiir die Kiweib- 
ersparnis tberhaupt nicht vorhanden. In der Behauptung, dab 
bisher kein eindeutiger Beweis fiir eine Synthese von Eiweib 
aus Kohlenhydraten und Ammoniak in dem Sinne vorliegt, dab 
siimtliche integrierenden Aminosaduren daraus gebildet werden, 
pflichte ich Abderhalden vollstindig bei. Meine Versuche 
konnten in der Richtung nichts beweisen, denn sicher bewiesen 
ist eine derartig umfassende Synthese wohl nur dann, wenn man 
deutlichen Stickstoffansatz mit Ammoniak erhilt. Ein solcher ist 
aber bisher noch in keinem Versuche gegliickt, und es erscheint 
daher sehr zweifelhaft, ob ein solcher beim omnivoren oder 
fleischfressenden Tiere tiberhaupt zustande kommen kann. Neue 
Versuche muften diese Frage entscheiden. 

Die besten und eindeutigsten Versuche werden dann er- 
halten, wenn die Tiere lange Zeit hindurch abundante Mengen 
von Kohlenhydraten und Ammoniak quantitativ fressen. 

Leider stiSt man bei derartigen Versuchen bei Hunden 
oft auf den groé®ten Widerstand. Auch Abderhalden hat mit 


. ') Abderhalden u. Lampé, |. c. Anmerkung 4 auf S. 160; vgl. 
auch die erste Arbeit, Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 15, 1912. 
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Recht verschiedentlich darauf hingewiesen, wie sehr man bei 
derartigen Fiitterungsversuchen von seinen Tieren abhangig ist. 

Aus allen diesen Griinden scheint es wiinschenswert, ein 
anderes carni- oder omnivores Versuchstier zu suchen, das 
die genannten Voraussetzungen besser erfiillt. 

Auf Rat von Herrn Professor Krehl versuchte ich mein 
Heil mit Schweinen. 

Vor allem durch die glanzenden Untersuchungen von 
Meissl') ist die Verwendung dieser Tiere in die Stoffwechsel- 
physiologie eingefiihrt worden. Spater hat eine grofe Reihe 
anderer Autoren sich ihrer zur Entscheidung der verschiedensten 
Fragestellungen bedient. 

Fiir meine Versuchszwecke scheinen diese Tiere dadurch 
sehr geeignet, als sie inihrem Futter nicht sehr wiihlerisch sind und 
vor allem Kohlenhydrate erheblich bevorzugen, ferner bekommen 
sie bei der verfiitterten Nahrung nur ganz selten Durchfall. 

Einige Schwierigkeiten macht nur das quantitative Auf- 
fangen von Urin und Kot. Katheterismus kommt, zumal bei 
ganz jungen Schweinen, wie ich sie benutzte, aus anatomischen 
Griinden kaum in Betracht, wie schon Meiss| friiher fest- 
stellte. Auch die Verwendung von Harntrichtern und Kot- 
beuteln ist bei der grofen Zerstérungswut der Tiere iiugerst 
erschwert. 

So blieb nichts anderes tibrig, als die Tiere in einen 
Kifig zu sperren, der unten einen Rost enthilt und sich ihn- 
lich wie die Hans Meyerschen Stoffwechselkafige nach unten 
zu verjiingt, so dafi der Urin in ein darunter stehendes Glas fiallt, 
in das von vornherein kleine Mengen von Toluol und kon- 
zentrierter Schwefelsaure?) gebracht wurden. Die Dimensionen 
der aus massivem Eisenblech verfertigten Kafige, die mit einem 
Drahtgitter oben abgeschlossen sind, betragen 62 : 39: 110. 
Die Breitendimensionen wahlt man, entsprechend Meissls Rat, 
moglichst klein, um ein Umdrehen der Schweine zu verhindern. 


') Zeitschr. f. Biol., Bd. 22, S. 63, 1886. 

*) Nur in dem in Tab. II mitgeteilten Versuche unterblieb, da 
gleichzeitig auch eine S-Bestimmung vorgenommen wurde, der Zusatz 
von Schwefelsiure. 
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Da fiir die geplanten Versuche nur Tiere von 10—30 kg Ge- 
wicht in Betracht kamen und die Anbringung einer Tiir leicht 
zu Exkrementverlusten fiihrt, wurde hierauf verzichtet. Die 
Schweine wurden stets von oben in den Kafig hineingetan und 
auf die gleiche Weise herausbef6rdert. 

Kleinere Schweine neigen nicht so sehr zum BeiBen wie 
iiltere, und wenn man sie an den Beinen faBt, sind sie ohne 
grofes Widerstreben von seiten der Tiere transportabel. 

Da manche Tiere die Neigung haben, in den Futtertrog 
zu treten, ist es zweckmiifig, nach dem Vorschlag von 
Meissl, vor dem Futtertrog ein Gestell anzubringen, das ein 
Einsteigen in den Trog unmdéglich macht. Als Futtertrog dienten 
schwere, ziemlich hohe, mit einem Griff versehene GefaéBe aus 
gebranntem Ton, die ca. 10—15 | fassen, wiihrend die Nahrung 
nur einen Raum von 1!/2—13/4 1 einnimmt. 

Ks empfiehlt sich darum, das Volumen der Trége ziem- 
lich grofh zu nehmen, weil die Schweine sonst leicht ihr Futter 
im Kiafig verzetteln. _Bei Anwendung der grofen Troge habe 
ich das nie beobachtet. 

Wie schon Meiss! hervorhebt, sind die meisten Schweine 
auberordentlich reinliche Tiere. Sie deponieren ihre Exkremente 
meist an der gleichen Stelle, weit entfernt vom Futtertrog, 
den Kot gewohnlich ganz an die Wand in eine Ecke, in der 
er sich dann leicht sammeln lift. 

Die Hauptmenge des Urins flieft durch die geneigten 
Wiinde des Kastens nach unten ab, wahrend der Kot, wenn 
er nicht durchfillig ist, auf dem Roste liegen bleibt. Jeden 
Morgen wird dann der Kéfig mit heifem, schwach angesauertem 
Wasser ausgespiilt, der Rost herausgenommen und abgebiirstet. 

In spiiteren Versuchen wurden die Schweine, die sémtlich 
ziemlich kurze Haare hatten, am Ende einer jeden Periode mit 
heiBem Wasser abgespiilt, umso Epidermisschuppen und eventuell 
anhaftende Kotreste!) mit zu bekommen. Zu haufig darf man 
derartige Abspiilungen nicht vornehmen, da sich die Tiere 


sonst erkiilten. 
Wenn der Kot etwas durchfillig ist, was aber nur seiten 


') Schweine pflegen sich meist nicht in ihren Kot zu legen. 
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der Fall ist, gelingt es nicht immer, ihn von vornherein vom 
Urin getrennt zu erhalten. 

Er mui dann durch Filtration getrennt werden, wobei 
der Kot ja meist etwas N verliert. Da es bei den Versuchen 
aber in erster Linie auf die Untersuchung der gesamten 
N-Abgabe ankommt, weniger darauf, wie er sich im einzelnen 
auf Harn, Kot und Epidermis!) verteilt, ist dieser Ubelstand 
nicht von grofer Bedeutung. Das Futter wurde in gleicher 
Weise bereitet wie in den Versuchen beim Hunde. Es wurde 
in mehrfachen kleinen Portionen, gleichmabig verrihrt, in die 
Trége eingegossen und meist sofort von den Tieren gierig 
aufgefressen. 

Gewohnlich wurde es quantitativ ausgeleckt, hin und 
wieder kam es vor, dafi morgens noch ein kleiner Bodensatz 
von Starke vorhanden war, dieser wurde dann mit der neuen 
Nahrung gut verriihrt. Nur einmal (Tab. II, 36. Versuchstag) 
mufbte eine Riickbestimmung vorgenommen werden. 

Die Zusammensetzung des Futters war im wesentlichen 
die gleiche wie in den friiheren Hundeversuchen. Der Kalorien- 
gehalt pro 1 kg KOrpergewicht war auferordentlich grob (130 bis 
150 Kal.). Da, wie Respirationsversuche bei Schwein I ergaben, 
die Netto-Kalorienproduktion im Hungerzustand ca. 800 Kalorien 
betragt, so wurde zirka das 2fache des Bedarfs gegeben. Da in 
den Perioden mit Ammoncitrat taéglich 30 g des Salzes gegeben 
wurden, habe ich diesmal darauf verzichtet, eine grofere Menge 
des Salzes, wie friiher, zu lésen und taglich eine bestimmte 
Menge Loésung, deren N-Gehalt genau bekannt war, dem Futter 
zuzuftigen. In Anbetracht der grofen Neigung des Salzes, 
Wasser anzuziehen, wurden von dem grofen, fiir den gesamten 
Versuch reichenden Vorrat mehrere kleinere Portionen abge- 
wogen und sofort in Flaschen mit eingeschliffenen Glasstépseln 
verwahrt. Auf diese Weise trat, wie hiufige N-Bestimmungen 
zeigten, keine Anderung im N-Gehalt der Salze ein. Ich durfte 
daher den gleichen N-Gehalt fiir die ganze Periode in Kech- 
nung stellen. 


1) Der gréfte Teil der Haare und Epidermisschuppen ist mit dem 
Kot zusammen analysiert. 
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('m jeden Ammoniakverlust zu verhiiten, wurde das Futter 
durch Zusatz einiger Kubikzentimer verdiinnter Salzsaéure gegen 
Lackmus stets sauer gemacht. Die in den einzelnen Versuchen 
verfiitterten Mengen der einzelnen Nahrungsmittel finden sich 
in den Tabellen angegeben. Betont sei, daf wie friiher, abge- 
sehen von der Bouillon, die gesamten Nahrungsmittel von 
einem grofen Vorrat genommen wurden, dessen N-Gehalt zu 
Anfang und zu Ende des Versuchs bestimmt wurde und sich 
als vollkommen konstant erwies: 

pro 10 g Stirke = 0,004 g N 
» 10¢ Butter = 0,02 ¢ N 
» 10g Zucker = 0,00. 

Die Bouillon wurde tiglich frisch in stets der gleichen 
Weise bereitet. Die Zusammensetzung in zahlreichen N-Analysen 
schwankte so wenig, daf pro 100 cem der Durchschnittswert 
von 0,07 g N in Rechnung gestellt werden konnte. Was das 
Alter und Gewicht der zu den Versuchen verwandten Schweine 
betrifft, so ergaben die besten Resultate Schweine von ca. 
12—-15 kg Gewicht, entsprechend einem Alter von ca. 7 bis 
4 Wochen. Sie sind in dem Alter bereits einige Wochen der 
Mutter entwohnt und zeigen ein auberordentlich starkes 
Wachstum. So konnte man auch den EinfluB der Fitterung 
mit Ammoniaksalzen auf das Wachstum noch besser als beim 
Hunde studieren. Die Anlage der beiden in Tabelle I und Il 
initgeteilten Versuche von 39- bezw. 47-tagiger Dauer war im 
Prinzip die gleiche wie in den friiher beim Hunde beschriebenen 
Untersuchungen. 

Die Versuche zerfielen in 2 Vorperioden (eine Hunger- 
periode und eine Periode der Fiitterung mit der Standard- 
nahrung ohne Ammoncitratzusatz), die Hauptperiode (Zusatz 
von 30 g Ammoncitrat zur Standardnahrung) und eine der 
2. Vorperiode entsprechende Nachperiode, der in der 2. Ver- 
suchsreihe noch mal eine abschliefende Hungerperiode folgte. 

Die Fiitterung der Ammonsalze mit einem Gehalt von 
3,6 g N (Tab. I) wurde im ersten Versuche 14, im zweiten 
(Tab. If) 20 Tage hintereinander durchgefiihrt. 

Bis auf einen Tag (36. Versuchstag der 2. Reihe) wurde 
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die sehr kalorienreiche (1830—150 Kal. pro 1 kg) Nahrung 
quantitativ von den Tieren bewiltigt. Bei Schwein 1 wurden 
zahlreiche Respirationsversuche angestellt, bei Schwein II 
vleichzeitig mit der N-Bilanz auch die S-Bilanz bestimmt. 
Uber die Resultate dieser Untersuchungen soll spiiter berichtet 
werden. 

Was den Einflu{ der Fiitterung auf das K6rpergewicht 
betrifft, so liegen die Verhiltnisse beim Schwein anscheinend 
etwas anders als beim Hunde. Uberreichliche Fiitterung dieser 
Tiere ohne Eiweifi beeinflubt in der Regel das Kérpergewicht 
ungiinstiger als die gleiche Nahrung mit Ammoniaksalzzusatz. 

Damit ist natiirlich nicht ausgeschlossen, dab in dem 
einen oder anderen Falle vor allem im Anschluf an eine vor- 
aufgehende Hungerperiode in kurzen Versuchszeiten voriiber- 
gehend auch ein Gewichtsansatz ohne Ammonsalzzulage sich 
erzielen lift. Bei der grofen Abhingigkeit des Kérper- 
gewichts von den Schwankungen im Wasserhaushalt ist das 
zumal bei Tieren, die wiihrend der Hungerperiode kein oder 
wenig Wasser gesolfen haben, leicht verstiindlich. Abder- 
halden hat in seiner letzten Arbeit mit Lampé!) in kurzen 
Perioden einmal einen Gewichtsansatz bis 370 g erzielt. 

Vergleicht man aber langere Zeitriiume der Fiitterung 
mit Zulage von Ammoniaksalzen mit den gleichen Perioden 
ohne diese Zugabe, so tritt doch ein deutlicher Unterschied 
hervor: so verlor der Hund Daisy, an dem die liingere Ver- 
suchsreihe friiher angestellt war, in 66 Tagen Ammoniak- 
fiitterung nur 1000 g, dagegen in 20 Tagen der annéahernd 
gleichen Ernihrung ohne diesen Zusatz 800 g. 

Die Zahlen fiir die Gewichte in beiden Versuchsreihen 
beim Schweine zeigen nun, da’ die Gewichtsbilanz in fast 
allen Perioden (abgesehen vom Hunger) positiv ist. 

Vor allem gilt das fiir die an die Hungerperiode sich 
anschliefende Vorperiode II; die Gewichtszunahme bei Schwein I 
betrug in 8 Tagen 800 g, bei Schwein II in 6 Tagen sogar 1600 g. 
In dem letzteren Falle spielt zweifellos eine starke Wasser- 
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retention (am 11. Versuchstag nur 450 cem Urin gegeniiber 
der gewo0hnlichen Menge von 1000—1400) die Hauptrolle. 

Da die postinanitionelle Wasserretention fiir die Nach- 
periode I, die vollkommen der Vorperiode II entspricht, nicht 
in Betracht kommt, gibt diese wohl ein richtigeres Bild der 
Gewichtsverhiltnisse. In den 7 Tagen betrug der Gewichtsansatz 
im einen Falle 100, im anderen 300 g (d. h. pro die 28,5 g). 
Auch die respiratorischen Quotienten von 1,2—1,3 beim Schwein I 
sprechen eindeutig fur die Bildung von Reservestoffen. Ver- 
gleicht man das Verhalten des Korpergewichts wiihrend der 
Hauptperioden (Zulage von 3,69 g Ammoniakstickstoff), so 
besteht hier kein nennenswerter Unterschied gegeniiber der 
Nachperiode I. 

Schwein I nahm in 16 Tagen 800 g zu (= pro die 50 g), 
bei Schwein II scheint in 20 Tagen eine nennenswerte Gewichts- 
zunahme iiberhaupt nicht eingetreten zu sein. Da das Tier 
leider am letzten Tage nur wenig Nahrung zu sich nahm, 
gibt das Gewicht am folgenden Morgen kein richtiges Bild von 
dem Verhalten in der Gesamtperiode. 

Bei Schwein I betrug die Gesamtgewichtszunahme in 
30 Tagen der Fiitterung 1800 g, bei Schwein II in 32 Tagen 
1600 g. 

Die Ursache der eintretenden dauernden Gewichtszunahme 
gegentiber dem Hunde liegt abgesehen von der Wasserretention 
wohl darin begriindet, dafS nach Fortfall des Eiweifes in der 
Nahrung bei der groben Mastfahigkeit der Schweine die Bildung 
von Reservestgffen anscheinend nicht in der Weise gestort ist 
wie beim Hunde. 

Daf aber trotzdem der Anwuchs bei den eiweiffrei er- 
nihrten Schweinen gegeniiber der Norm gelitten hat, geht wohl 
am besten aus folgenden Zahlen hervor: 

Schwein I wurde nach Beendigung des mitgeteilten Ver- 
suchs abundant mit gemischter Nahrung gena&hrt und nahm 
dabei in der Zeit vom 28. Mai bis 1. September von 16,5 kg bis 
auf 75 kg zu. Schwein II wurde nach Abschlu8 der mitge- 
teilten Reihe mit éiner gemischten Kost von annahernd dem 
gleichen Kaloriengehalt wie im Versuch geniéhrt und nahm 
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dabei vom 24. Juli bis 2. September um 30 kg (von 12,00 
bis 42,00 kg) zu. 

Die Zahlen sprechen in besonders eindrucksvoller Weise 
fiir die Existenz einer Luxuskonsumption!) und die Notwendig- 
keit einer positiven Stickstoffbilanz fiir stirkere Bildung von 
Reservestoffen. Eine sichere Entscheidung der Frage kénnen 
aber nur Respirationsversuche erbringen. 

In einer spiteren Arbeit soll auf diese Dinge ausfiihrlich 
eingegangen werden. 

Die N-Bilanz in der 16tagigen Hauptperiode bei Schwein I 
gestaltete sich folgendermafen: An 7 Tagen war die Bilanz pro 
die positiv, an 9 Tagen negativ.?) 

Im ganzen ergibt sich ftir die Hauptperiode bei einer Gesamt- 
einfuhr von 61,376 g N ein Defizit von 2,553. Beriicksichtigt man 
zur Berechnung der Tagesmittel die beiden ersten Tage der 
Periode, an denen eine sekundiire Ausschwemmung von N, der 
in Vorperiode II retiniert war, méglich war und an denen das 
Tier mit der Ammonniakzufuhr sich anscheinend noch nicht 
ins Gleichgewicht gesetzt hatte, nicht mit, so bekommt man einen 
tiiglichen N-Verlust von — 0,069 g N, d. h. bei Schwein I hat 
sich mit 3,584 g Ammoniakstickstoff nahezu ein Gleichgewicht 
hergestellt. 

Gegeniiber dem Mittel von Vorperiode II und Nachperiode 
(die gleiche Nahrung ohne Ammoniakzulage) bedeutet das ein 
Absinken der N-Ausscheidung um 94°/o. 

Dafi bei einer derartigen langen Hauptperiode die N-Reten- 
tion nur eine voriibergehende war, ist von vornherein iiuberst 
unwahrscheinlich. Ein Teil des zu Anfang retinierten Stickstoffs 
wird allerdings in der zweiten Hilfte der Hauptperiode wieder 
ausgeschieden. Das geht am besten aus einer Gegeniiberstellung 


') Grafe und Graham, Diese Zeilschrift, Bd. 73, S. 1, 1911. — 
Grafe u. Koch, Deutsch. Arch. f. klin. Medizin, Bd. 106, S. 564, 1912. 
Vgl. auch die diesbeziigliche Ausfiihrung in der Arbeit mit Schlapfer. 

*) Da Katheterismus unmdglich ist und die Urinentleerung bei 
Schweinen nicht so gleichmiifig stattfindet wie bei Hunden, kommen 
manchmal starke Schwankungen der tiglichen N-Bilanz vor, die sich 
natiirlich bei Feststellung der Bilanz fiir einen liingeren Zeitraum ganz 
ausgleichen. 
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der Bilanzwerte des 19.—25. Versuchstags einerseits und des 
26.— 32. Versuchstags anderseits hervor. 

In dem ersten Zeitraum ein taglicher N-Ansatz von + 0,19 
und der zweiten Hialfte ein taglicher Verlust von — 0,327 g N. 

Gerade dieser Unterschied, der sich z. B. auch in Tab. 3 
der ersten Arbeit von Abderhalden deutlich zeigt, beweist, 
wie schwer kurz dauernde Versuche zu deuten sind (Tag 33 
und 34). Auch in der Nachperiode findet noch eine weitere 
Ausschwemmung vorher retinierten Stickstoffs statt. 

Trotzdem bleibt aber eine grofe Menge Stickstoff dauernd 
retiniert. Diese laft sich in folgender Weise berechnen: 

Die tiigliche Abnutzungsquote des Kérpers berechnet aus 
dem Mittel von Vorperiode II und Nachperiode I ist 1,141 g N. 
Kiir die 16 Tage der Hauptperiode mithin 18,256 g. 

Von diesem Wert ist einmal der tatséchliche N-Verlust 
des Kérpers mit 2,553 g in Abzug zu bringen, ferner die Menge 
des in der Nachperiode noch ausgeschwemmten Stickstoffs. Unter 
der Annahme, dafi die Abnutzungsquote an den ersten beiden 
Tagen der Nachperiode die gleiche ist wie an den folgenden 
(— 1,238 g N), betragt die sekundire Ausschwemmung 1,217 g N. 

Auf diese Weise erhalt man als ungefiahren Wert fiir die 
Menge des anscheinend dauernd retinierten Stickstoffs die Zahl 
1449 ¢ N. 

Die Versuchsreihe bei Schwein II ist genau in der gleichen 
Weise angelegt wie bei Schwein I. Nur fehlen die Extraktiv- 
stoffe vollig. 

Obwohl die Ubererniihrung in diesem Falle noch etwas 
grOBer war, ist der N-Verlust in der Hauptperiode von 20 Tagen 
etwas groéBer wie im vorigen Versuch ausgefallen. 

Er betragt bei einer Gesamteinfuhr von 73,375 g 7,098 g. 

Fiir die Berechnung des Tagesmittels mu der letzte Tag, 
an dem das Tier nicht einmal ein Viertel der Nahrung fraf, aus- 
scheiden. Der durchschnittliche N-Verlust der 19 iibrigen Tage 
ist — 0,194 g. Die Bilanz ist also deutlich, wenn auch nur 
gering negativ. 

Auch in diesem Falle ist in der ersten Hialfte der Haupt- 
periode die Bilanz giinstiger wie in der zweiten, auch deutet 
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der hohe Wert am ersten Tag der Nachperiode | auf eine sekun- 
dire Ausschwemmung vorher retinierten Stickstoffs. 

Die Tatsache, dafi das Tagesmittel der ersten Nachperiode 
etwas niedriger liegt wie das der zweiten Vorperiode mit ganz 
der gleichen Ernahrung, beweist mit voller Sicherheit, daB eine 
weitere Ausschwemmung von in der Hauptperiode retiniertem N 
in der Nachperiode nicht mehr stattgefunden haben kann. 

Die Berechnung der Menge des wihrend der Hauptperiode 
dauernd retinierten Stickstoffs, in analoger Weise wie oben an- 
gestellt,!) ergibt folgendes: 

Abnutzungsquote fiir 19 Tage, berechnet 

aus dem Mittel zwischen Vorperiode II 

und Nachperiode I 18,829 
Tatsachlicher N-Verlust te 7,098 
Nachtréglich ausgeschieden. . . ....— 41,504 g 


Dauernd retiniert. ......+...-.= 1023 gN. 


| 


JQ 9S 





Wiirde man den letzten Versuchstag mit in die Rechnung 
einbeziehen, was allerdings wohl nicht erlaubt ist, so wiirde 
sich diese Zahl noch um 2,4 g ermaBigen. Auf jeden Fall ist 
also auch in diesem Versuche eine erhebliche Menge Stickstoff 
dauernd retiniert worden. Die Méglichkeit, dai der ganze Stick- 
stoff vielleicht nur voriibergehend retiniert worden sei, scheidet 
also fir die Erklarung vollig aus. 

Das Ergebnis der beiden mitgeteilten langdauernden Ver- 
suche ist also, kurz zusammengefabt, dai die Verfiitterung 
von Ammoniaksalzen zu einer abundanten Kohlen- 
hydratkost ebenso wie beim Hunde auch beimSchweine 
zu sehr erheblichen dauernden Stickstoffretentionen 
fiihrt. Wahrend in dem einen Versuche ein fast volliges N- 
Gleichgewicht erreicht wurde, waren in der zweiten Versuchs- 
reihe ganz geringfiigige N-Verluste vorhanden. Die Ursache fiir 
die Differenzen in beiden Versuchen vermag ich nicht anzugeben. 

Trotz der fiir den Ansatz gtinstigsten Voraussetzungen 
(voraufgegangener Hunger, starker Wachstumstrieb, auferor- 


') Der 36. Tag ist aus dem oben angegebenen Grunde nicht mit- 
gerechnet. 
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dentlich starke Uberernihrung mit Kohlenhydraten) wurde 
auch beim Schweine keine Zunahme des N-Gehaltes im Ko6rper 
erzielt. 

Diese Ergebnisse, die in vollem Einklange mit den beim 
Hunde bisher gewonnenen Erfahrungen stehen, gestatten die 
Behauptung, dab mit Fiitterung von Ammoniaksalzen, als 
einziger Stickstoffquelle, sich niemals eine dauernde 
Mehrung des Stickstoffbestandes des Organismus er- 
reichen |aBt. Im giinstigsten Falle kommt es zu einem 
Gleichgewicht. Letzteres stellt mithin die quantitativ gréBte 
Steigerung der Retentionen dar und darf scheinbar nicht, wie 
bei Eiweiffiitterung, prinzipiell mit Stickstoffansatz identifiziert 
werden. Da in allen bisher mitgeteilten Versuchen stets ein 
kleiner Teil des in der Hauptperiode retinierten Stickstoffs in der 
Nachperiode wieder ausgeschieden wird, so konnte man mit vollem 
Rechte behaupten, dab es sich in den Hauptperioden nur um 
ein scheinbares Gleichgewicht handelte und daB de facto 
stets ganz kleine Verluste unvermeidlich sind. 

Die bisherigen Versuche sprechen wohl dafiir, daB der 
Organismus mit Ammoniak und Kohlenhydraten zwar das Ab- 
niitzungseiweif zum Teil oder fast ganz ersparen kann, daf aber 
eine Neubildung iiber den alten Bestand hinaus nicht eintritt. 

Da zumal in Anbetracht des gewaltigen Wachstums- 
triebes, wie junge Schweine ihn haben,') die Vorstellung, dal 
der Korper im giinstigsten Falle nur so viel Bausteine her- 
stellen kann, als zu Verlust gingen, nicht sehr plausibel ist, 
liegt es nahe, anzunehmen, daf nicht samtliche Aminosiiuren 
auf diesem Wege synthetisiert werden k6nnen. 

Wiihrend wir friiher die Frage, ob alle Aminosauren, 
insbesondere das Tryptophan, aus Ammoniak und Kohlen- 
hydraten hergestellt werden kénnen, offen lieBen, méchten wir 
zumal nach dem Ausfall der mitgeteilten Versuche am Schwein 
jetzt fiir méglich halten, daB bei der Neubildung von Eiweif 
auch Bausteine des zugrunde gegangenen Molekiils mit beniitzt 
werden kénnen. Weitere Untersuchungen miissen klar stellen, 


') Vgl. die obigen Zahlen. 
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welche Aminosiuren neu gebildet werden und welche weiter 
beniitzt werden kdnnen. 

Wiinschenswert erscheint ferner, noch weiteres Material 
zur sicheren Entscheidung der Frage nach der Form und Be- 
deutung des retinierten Stickstoffs herbei zu schaffen. Der 
friiher durchgefiihrte lange Hundeversuch spricht ebenso wie 
der lange Versuch an Hund III, den Abderhalden und Hirsch 
mitteilten, sehr stark fiir eine tatsiachliche Eiweifersparnis 
durch die Ammoniaksalze. Die technischen Schwierigkeiten in 
der Durchfiihrung derartiger Versuche beim Hunde sind aber 
so auBerordentlich grof, dab stets einige Einwiinde mdglich 
sind. Gerade in Anbetracht der inzwischen erschienenen Mit- 
teilung von Howe, Mattil und Hawk’) tiber einen Hund, der 
117 Tage zu hungern vermochte, ]aBt sich, wie Abderhalden 
mit Recht betont, der Einwand erheben, dafi die bisherigen 
Versuche noch nicht lange genug dauerten. Vor allem ist auch 
noch gar nicht bekannt, wie lange Tiere mit der gleichen 
abundanten Ernahrung ohne Ammoniaksalze leben kénnen. 

In dem einzigen bisher in der Richtung unternommenen 
Versuch von Abderhalden und Lampé starb das Tier be- 
reits am 48. Versuchstage, an 6 Tagen hatte es aber Stick- 
stoff (meist in Form von EKiweib) erhalten, so daf dieser Ver- 
such auch aus diesem Grunde nicht beweiskriiftig ist. 

Es soll versucht werden, mit 2 Schweinen von gleichem 
Gewicht und Wurf einen Parallelversuch durchzufiihren, indem 
das eine abundante Kohlenhydratmengen allein, das zweite die 
gleiche Nahrung -- Ammoniaksalze erhiilt. 

Sollte in derartigen Versuchsreihen das mit Ammoniak- 
salzen gefiitterte Schwein sich erheblich linger am Leben er- 
halten lassen als das Kontrolltier, so ware damit die eiweif- 
ersparende Wirkung wohl einwandfrei bewiesen. 

Bis dahin diirfen wir die EiweiBersparnis der Ammoniak- 
salze nur als eine Hypothese von groBem Wahrscheinlichkeits- 
gehalt auffassen. 

Beziiglich der zu ihren Gunsten vorgebrachten Argumente 





*) Fasting Studies: Journal of biolog. chemistry, Bd. 9, S. 103 u. ff. 
1912. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXXII. 24 
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verweise ich auf die friiheren Mitteilungen. Neue Anhaltspunkte 
dafiir ergaben die Versuche beim Schweine nicht. 

In Tabelle Ill sind die Ergebnisse eines Fiitterungsversuchs 
mit Gelatine beim Hunde mitgeteilt. Ahnliche Versuche haben 
kiirzlich Abderhalden und Lampé!) mitgeteilt, allerdings 
wurden gleichzeitig mit der Gelatine Ammoniaksalze verfiittert. 

Wenn sich mit Ammoniaksalzen schon nahezu oder ganz 
ein N-Gleichgewicht erreichen laBt, so war von vornherein 
zu erwarten, dafi das auch bei dem schon mehrere Eiweif- 
bausteine enthaltenden Leim mdglich sein miisse. Der Ausfall 
des 23tagigen Versuchs bestatigte auch diese Vermutung. 


Beziiglich der Technik des Versuchs sei bemerkt, daB eine gréBere 
Menge eiweibfreien Leims in heiBem Wasser gelést wurde und unter Zu- 
satz kleiner Mengen von Soda und Chloroform mit Trypsin 3 Tage im 
Brutschrank verdaut wurde. Die angedaute, aber nicht verdaute Mischung 
wurde schwach angesduert und von ihr, ev. nach Erwarmen taglich eine 
bestimmte Menge Kubikzentimeter (meist 100—150 ccm) der Nahrung zu- 
gesetzt. Die N-Bestimmung erfolgte in dieser Lésung. 

Die Versuchsanordnung und Technik war im iibrigen die 
gleiche wie friher. 

Der Hauptperiode gingen 2 Vorperioden voraus, eine, in 
der das Tier hungerte, eine zweite, in der das Tier die Nahrung 
der Hauptperiode ohne Gelatinezulage erhielt. 

Die Nachperiode entsprach der Vorperiode II. 

Leider war in der Nachperiode das Tier nicht zu_ be- 
wegen, die allerdings sehr kalorienreiche Nahrung ganz zu be- 
wiltigen, so dai diese Periode leider nicht zum Vergleich mit 
der Hauptperiode herangezogen werden kann. Der tagliche 
N-Verlust der Vorperiode 2 betrug 1,577 g N. In der 8 tégigen 
Hauptperiode betrug er nur 0,027 g. In Anbetracht dieses 
geringfiigigen Verlustes darf man wohl praktisch von einem 
Gleichgewicht sprechen. Da die Nachperiode aus dem oben 
angegebenen Grunde leider keinen exakten Vergleich gestattet, 
laBt sich leider nicht mit Sicherheit sagen, ob ein Teil des 
in der Hauptperiode retinierten Stickstoffs nachher wieder aus- 


geschieden wurde. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 80, H. 2 u. 3, S. 160, 1912. 
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Bei den zahlreichen alteren Versuchen mit Leimfiitterung 
liegt eine irgendwie nennenswerte sekundire Ausschwemmung 
nicht vor. Eine Wasserretention am letzten Tage der Haupt- 
periode (18.) hat anscheinend auch nicht stattgefunden, da die 
Urinmenge eine betrichtliche ist. Ein N-Ansatz war in diesem 
Versuche ebensowenig zu erzielen wie in den erwiihnten Ver- 
suchen von Abderhalden und Lampé bei Fiitterung von 
Gelatine -- Ammonsalzen. 


Anhang. 


Zwei Beispiele fiir die N-Bestimmung in dem bei Hund 
Daisy') verfiitterten Ammoniumcitrat : 

I]. L6sung vom 14. XII. 1911 (Nr. 3). 

150 g Ammoncitrat wurden grob abgewogen und in 600 ccm 
destilliertes Wasser geldést, die L6sung wird mit einigen Kubik- 
zentimetern verdiinnter Salzsaure schwach sauer gemacht. 

Am 16. XII. 2 N-Bestimmungen nach Kjehldahl. 

1. Analyse: 5 ccm der Lésung verascht: Vorlage 150 ccm 
n/10-H,SO,: zuriicktitriert 27,75 ecm ®/10-NaOH, mithin 122,25 ccm 
n/10-NH, gebunden. 

2. Parallelanalyse: 5 ccm der gleichen Losung verascht, 
Vorlage 150 ccm "/10-H,SO, : zuriicktitriert 27,8 cem ®/10-NaQH, 
mithin 122,2 cem "/10o-NH, gebunden. 

Von dieser Lésung wurden am 19., 20. und 21. Ver- 
suchstage taglich je 50 ccm der Nahrung zugesetzt. 

Die 50 ccm enthalten mithin 

10 * 122.2 * 1,404 mg N = 1,716 N. 

I]. Lésung vom 20. XII. 1911 (Nr. 5). 

Urspriingliche Losung wie bei Nr. | bereitet (ca. 150 g 
auf ca. 600 cem Wasser). 

1. Analyse: 5 ccm der Lésung verascht. Vorlage 150ccm 
n/1o-H,SO,: zuriicktitriert 23,95 ccm "/10-NaOH, mithin 126,05 ccm 
n/i0-H,SO, gebunden. 

2. Analyse: 5 ccm der Lésung verascht. Vorlage 150 ccm 
"/io-H,SO,: zuriicktitriert 24 ccm /10-NaOH, mithin 126 ccm 
n/10-H,SO, gebunden. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 485. 
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Tabelle I (Versuche beim Schweine | 
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1 | | 
. | | | N- | \. 
Ver- | | Zusammensetzung Brutto- |Gehalt bag 
suchs-- Datum | Versuchs- Ge- Kalorien | der | 
r : F der pro Stan- ur 
tag | periode | wicht | dard- | Sta 
Nr | Standard-Nahrung 1 kg Nah- 69 
1912 | | in g | | omen FUng | "ung 
1—4 | 19.—23.1V 16500 poi ag — 0 
tala y ; (Wasser nach Belieben) 
| Oor- 
5 | 23-24 |. 15 500 desgl. — 0 0 
: periode | 
6 24.—25. y | — » — 0 () 
7 | 25-96, | unser) _ , - 0 4 
8 | 26.—27. _- > — 0 () 
350 g Starke ++ 80 g Zucker 
-+- 25 g Butter +- 100 ccm ca. 
Bouillon +- 5g Knochen- | 130 Kal 
9 | 27.—28, IV. 14 700 | asche-++-2 g Kochsalz-+-ca. | “* "| 0,252) t) 
0,1 g Lecithin +5 Tr. verd. | pro 1 kg 
a Eisenchloridlésung Gewicht 
-+- 1'/2 1 Wasser 
10 | 28.—29. periodell| — desgl. > 0,252) 
11 = 29.—30. eetet > . 0,252 0) 
12 380.—1.V. -- > 0,252) 
Kost 
1.— 2. allein 
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11 12 13. “14 15 
- _ N N-Bil 
§ Gehalt Kot Gehalt P ens 
@rin- des _ | des Bilanz pro Bemerkungen 
enge Urins | menge | Kotes | bro die | Periode | 
pro die pro die} 
cm g in g | B g 
ame a | Pg | 
3,950 — _— _ | 
2,306 - = = | 
2,520 _ _ - | 
0,342 — e - | 
| 
| 
Py Kot meist | ,. 1 g Karmin 
3 241° saenticd | 0,211 |— 3,200* Gesamt zur Kotabgrenzung 
ziemlich | 
ais N-Verlust des 
reichlich 
eo 
0,847* | geformt, | 0,211 |— 0,806" nines 
1,001 | sanz selten | 241 |—0,960 10,873 g N. 
0,891 | 0,211 |— 0,850 | In 5 Tagen 
Durchfall | Am 13. Versuchstag: 
| 5,209 g N one ale neg — ie 
ot scnel 
1,699** 54g Trocken | 0,211 |— 1,658**| _ 1.042 ¢ N Schwein on Ok afig nn 
kot mit ’ 8 ausgebrochen und hat in einem 
, Eimer geringe Reste von Hunde- 
aoa | 1680¢ | oait|—ogse | > a ieatnsiecaas 
he ’ + } ae ae 
1,084 | 0,211 = 1,043 
1,437 | 0,211 |— 1,396 
1,0 g Karmin 
: * £9 jam * : , 
3,944 | 0,141 |— 0,249 zur Abgrenzung des Kotes. 
| 
5,051* | 0,141 |— 1,356* 
2,859 | 0,141 |-+ 0,836 
4,022 0,141 |— 0,327 
3,494 0,141 |+- 0,201 
3,467 0,141 |+- 0,228 
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Tabelle | 
1 {| 2 3 4 5 6 | 718 
| 
| N- N 
Ver- | Zusammensetzung Brutto- Gehalt Fg i 
suchs-, Datum Versuchs-, Ge- | Kalorien | der 4.” 
| te der pro | Stan- zur 
tag | periode | wicht | 1kg | dard- Se ff 
| ¢ . i dard 
Nr. | | | Standard-Nahrung Gewicht Nah- Nah. 
1912 | | am g | rung pings. 
| | ' 
| ae | 
Haupt- | | 350g Starke + 80¢ Zucker | 
| ; + 25g Butter-+100cem,) og 
periode | Bouillon +- 5g Knochen- | 135 Kal. 
23 | 11.--12. V. adie (15 400 | asche-}-2g Kochsalz-}-ca. | ~~" " | 0,252 3.584 
— | (0,1g Lecithin-++5Tr. verd. | pro 1 kg | 
| von | | Eisenchloridlésung Gewicht | 
| | | +- 1's | Wasser | 
| Ammon- | | | ; 
24 | 12.—13. } — desgl. desgl. | 0.252 3.584 
| | citrat | eer 
25 13.—14. . — » » | 0,252 | 3.584 
zur | 
26 1415, | — : » | 0,252 3.584 
Standard-, | _s 
27 15 — 16 | — » » 0.252 3 yA4 
_ Kost) | 
28 16 aml <j | | — > » 0,252 ) 4 
29 | 17.18 | — | > | 0,252 3.384 
0 | 18.—19. _- . 0,252 3.8 
| 
31 | :19.—20 na » 0,252 | 3.58 
| | | 
32 | 20.—21 4 > > 0,252 3.58 
33 | 21.22. V. | 16 200. desgl. ca. 130 | 0,252 
| | | | | 
34 | 22.—23. | Nach- — | ° | > | 0,252 0) 
35 | 23.—24 periode | __ > | 0,252 0 
| wie | 7 
386 | 24.—25. ; — | > > 0,252 
! | \ or- | . is 
37 | 25.—26 = ; — | » B | 0,252; 0 
oe 0.20. periode Uy | - | 0,26 ; 
38 | 26.27. | | om | » » | 0,252 0 
39 | 27,—28 16 500 , >» =| 0,252 0 FF 


| | | 
. 
* Fiir die durchschnittliche Berechnung der taglichen N-Bilanz in den einzeltt ; | 
Wahrscheinlichkeit einer Ausschwemmung von N aus der Vorperiode oder eines 10 
** Da das Tier an diesem Tage aus dem Kiifig brach und geringe, aber nicht gem 
Durchschnittsberechnung nicht in Betracht gezogen. 
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e | Fortsetzung). 

















Tengo 10 | 11 12; 13 | 14 15 
NSE | ew N-Bilz 
ae Gehalt | Kot- Gehalt 5 a 
lagen ae Lrin- — | Pitta | 
= on | menge Pvc | “ie Bemerkungen 
jam mpnenge Urine iain pro die | Periode 
Nah. I pro die | pro die | 
rung ccm e.. ) ing}; g | g 
Kot meist _  Gesamt 
_ N-Einfuhr 
geformt, = 61,376 g, 
3.58) 1500 3,581 | iia 0,141 --0,114  Gesamt 
,— | _N-Ausfuhr 
Durchfall | = 63,929 g 
: | In 14 Ver- 
aa, | Menge des : | nen, | Suchstagen 
3.84 13 5) 3, 134 | 0,141 ae 0.561 N-Verlust 
| Trockenkots ee —_ 
358th 1400 3,981 "| 0,141 | —0,e86 | = 9908 8 
= 85 | te: oy, 
353M 1500 4,179 | 0,141, —0,484 | pro die 
mit 2,250 g N _ | N-Verlust 
3584p L490 3,809 | 0,141 —0,124  mithin um 
aie 8 ? a nan 9/0 geringer 
358i 1210 2.062 | 0,141! + 1,633 | wie bei 
“KOs qs mee 4) __ me gleicher 
3.58} L600 5,550 ! | 0,141 1,855 Nahrung ohne 
3581540 5,718 | 0,141 — 2,023 | Ammoniak- 
zusatz 
358M O40 1,686 | 0,141 -+- 2,009 | 
3581830 5,142 | | 0,141 | — 1,447 
i : - ‘Jains ineanaiiiooaes me Senaenereease 
73 9993* | | | 999 . 1,0 g Karmin 
: \ 2) i Kot- | 0,180 | — 2,221 Gesamt- zur Abgrenzung des Kotes. 
9 itso | 1,554* | entleerung | 9 199 — 1,479) N-Verlust | 
: | unregel- | pro Periode 
0 BHO 1,230 | mafig. 9,180, —1,158 | g gee g. 
( #1220 1158 | Keine 0,180; — 1,076 | Er betragt 
B40 can. | Durchfalle | ‘ 26. _—_ in 5 Tagen 
"BE | Oe" 52. Trocken-| | "| 6,189 g 
0 #1400 | 1,510 | kot mit | 0,180) — 1,488 |= — 1,238 g 


190 | SSN | o190| —2208| - OO 


| 
} 





inzelné ; jersuchsperioden sind die mit einem * versehenen Zahlen nicht beriicksichtigt, da die 
es nogmmicht eingetretenen Gleichgewichtszustandes vorhanden ist. 
t gengm@bschitzbare N-Mengen aufer seiner Nahrung zu sich nahm, ist auch diese Zahl fir die 
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Tabelle II (Versuchsreihe bei Schwein | 


1 2 3 | oa 5 i --* | ¥ 8 
| B ie. N- N-Gehai: 
Ge- Zusammmensetzung rur'o- (Gehalt der 





Ver- | 









































suchs-| Datum | Versuchs- | kaloricn) der Zulagen 
| : der pro | Stan- 
tage : | wicht zur 
| | periode | 1 kg dard- | 
Nr. | | Standard-Nahrung ,,.,.-),, Nah- | Standard 
1912 | | g | | rung | kost 
1 | 78. vi 14.500 pow oto 
oe | (Wasser nach Belieben) r= 
2 | 8-9 | | — desgl. | x eo 
3 | 9.—10. ics — « © a — f 
f | 10—11. | - i oc 1 on _ 
5 | 1.12, | periode 1 | — 1 — | - 
6 | 12.—13 | — > | —_ om — 
7 in-g, | Cm] .. oe Poe ae 
8 | 14-15. | | — ; 5 a - 
9 | 15.—16 | oe | a ae _ 
10 | 16.—17. | _ Zz ar - 

350 g Starke | | 
+- 80 » Zucker | 
+- 25 » Butter | “i ; 

2 » Kochsalz | Does 

11 | 17.—18. Vor- | 12,1 |-+ 4» Knochenasche !45 Kal.) 9.945; 0 ff 

| | + 0,01 g Lecithin | pro kg ; 

= -++ 5 Tropfen verdiinnte 

| pertode I Fisenchloridlésung ; 

1'/2 1 destilliertes Wasser ; 

9 |} 16-49. Poet... desgl. desgl. | 0,175] 0 

13 | 19.—20. ilies _ : 0,175 0 &- 

14 | 20.—2!. = > , 0,175 0 

15 21,.—22. ;— > » 0,175 0 : 

16 | 22.23. | — > | 0175] 0 

_ | nim ae is _ 3,639 g N 

17 | 23.24. | 13700 desgl. 150 Kal,| 0175 ammn : 

| citra ; 

18 | 24.—25. — > desgl. | 0,175; 3,639 & 

oll beni |e | >» | 0,175] 3,039 fF 

20 26-27. | _< : | s [0175] 3,639 i 

21 | 27.—28. | — > > | 0,175] 3,639 BR 
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‘itterung mit Ammoniumcitrat. 
. a ———— SE a I LL ee 
4 10 | 11 _ 12 13 14 | 15 
| | N-Gehalt N-Gehalt N-Bilang | Ne Bilanz | 
Urin- des des sien | | 
” Urins Kotmenge Kotes | pro die | = |  Bemerkungen 
me ge | ' ; r . | 
| pro die pro die | | Periode | 
| 
ccm 8 | 8 | e | & | 
| | | 
Ff o80 |) (2,86 ” | 0,060 | — 2,920 
” mat i Gesamt-N- | 
: entlehrung | 
, oe . Verlust | 
1330 | 6,415 | sehr gering | 9,060 | — 6,475 
pro Periode 
18 g 
460 1,383 0,060 |—1,443 | — 99473 ¢ 
" Trockenkot , 20,473 g 
= 2,047 g 
1600 | 4,555 mat 0,060 |—4,615 | . 
0,2998 g N pro die 
1660 | 4,960 0,060 | — 5,020 | 
| | 1 g Karmin 
: : Kot- | Cieeuis¥t jaar Abgrenzung des 
| entlehrung | Verlust | ee 
P 450 | 2,496* | 0,063 | — 2,214* a Am 11. Tage 
| gering, | pro Periode | wurden der Kost 
| nur einmal | = 7,432 g. | irrtiimlich 100 cem 
i | etwas weich | In 4 Tagen | Bouillon zugesetzt. 
; | | | 
P1290 | 1,193* 8g | 0,063 |— 1,081*; 4137 ¢ N | 
1200 | 0,787 Trockenkot | 0.063 | — 0,675 verloren 
: | e ‘ 
965 | 0,956 mit =| -0,063_ | — 0,844 | = 1,034 g 
F 925 | 1,332 | 0,3788g¢ N | 0063 |—1,220 | pro die 
» 1410 | 1,510 0,063 | — 1,398 | 
30 | 9488 0,161 |-+1,215- 10g) Rasmin te 
=. , ' Gesamt-N | Oblate. 
| | lie | 
1350 | 3,684 Ko | Ot61. | — 0,081 Kinfuhr | 
| m | | 
880 | 3,687 | 0,161 |—0,034 | Pro Periode | 
, . | == 73,875 g,| Zusatz von 9,1 cc 
1140 3,207 zeitweise | 9,161 | + 0,446 i " 6: | nCHLSO, zum Futter. 
| | esamt- ; eels 
440 3,999 | 0,161 — 0,346 | ny HS0, zum Futter. 
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Tabelle jip 



























































ft Pe PB] | 5 | 6 | 
Ver- - | Ge- | Zusammensetzung | Brutto- | N-Gehalt IN- ~Gehal § 
suchs-- Datum | Versuchs- Rak q kalorien der der 
ang | | periode | wient | i pro 1 kg Standard- iulag a 
Nr. 1912 lg | Standard-Nahrung Gewicht Nahrung dardkos 
| 350 g Starke | | | 
+ 80 » Zucker | 
| + 25 » Butter | ca. | | 
22 |28.—29. VI. | - tt. ae 150 Kal. 9175 | 3.639 
| : Pa Senge | pro kg | | 
Eisenchloridlésung | | 
11/2 | destilliertes Wasser | | | 
23 |29.—30. — | desgl. | desgl. | 0,175 | 3,639 
24 |30.VI—-1.V1L - ’ | > | 0,175 | 3,639 
2% | 1.—2 | f= | » ; > | 0,175 | 3,639 
26 | 2-3. | | me > > | 0,175 | 3.634 
27 | 3.—4. | — | > > | 0,175 | 3,639 
28 t.—i | -- > | 0,175 | 3,639 
29 | 5.6 | — | : » | 0,175 | 3,639 
30 | 6.—7 — . | 0,175 | 3,639 
iM of 78 | | — | : | 0,175 | 3,639 
32 | 8.9 | — » | 0,175 3,639 
3 |9—10. | —_ | , > 0,175 | 3,639 
34 10.11 | = ; » | 0,175 | 3,639 
3 11. —12 | _ oe . 0,175 | 3,63! 
36 12.—13. | — |, ee » | 0,042 | 0,867 
37 |13.—14. | 13, 600 Nahrung ganz gefressen| ca. 145 | 0,175 — 
38 14-15. | Nach- | — | desgl. >» | 0175) — 
39 15.—16 | periode I | a » > 0,175 - 
40 \16.—17. | wie = . 0,175 | — 
41 (1718. | Vor | — : » | O17a] — 
42 |18—19. | periode I | — : » | 0175} — 
43 19.-20. | = > , 0,175 | — 
44 (20.—21. Nach- | 13 700 PE. a —_ a 
45 21—22. pire = | desgl. a ae 
46 |22.—23. | Hunger- | — | > “nee on aa 
7 93 94 | periode | sa 990) . Fags _ ” 


* Vel. die Zeichenerklirufav 
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‘ortsetzung. 
9 0 | i 12 13 . 1 -_ 
' N-Gehalt | N-Gehalt | , N-Bilanz 
Urin- des | des | N-Bilanz | pro 
noe | Urins | Kotmenge Kotes | pro die | Bemerkungen 
meng pro die | pro die | | Periode 
| | 
cem g | g | g | g 
| | | 
| | | Ausfuhr | 
x25 3,501 | durchfiillig, | 0,164 | +0,152 | = 80,473 g. | Free = Ppa Sore 
| | ‘In 19 Tagen | 
melis! 
| | | betrug 
1340 4,977 | geformt, 0.161 | a 0,924 der N-Verlust desgl. 
920 | 3,801 | 0,161 | +.0,352 i Kérpers | 
1400 | 4,864 | ganzselten| g 461 |—1,211 | = 3,688 ¢ > 
1085 | 3,880 | ; 0,161 | —0,227 |= —0,194gN > 
; Ss Durchfalle | 
1245 | 5,111 0,161 | —1,458 | pro die | > 
1160 | 3,917 138 ¢ 0,161 | —0,264 | Der Verlust | > 
1170 | 3,182 0,161 | -++0,471 jist gegeniiber . 
960 3,901 Trockenkot | 0,161 | —0,248 | der gleichen | > 
1050 | 3,682 ‘ | 0,161 |—0,029 | Nahrung » 
j ml 
1180 | 4,905 | | 0161 | — 1,252 ohne > 
765 | 3,659 | 3,995 « N 0,161 | — 1,006 Ammoncitrat | > 
930 | 3,740 | 0,161 | —0,087 | um ca. 80% | , 
960 | 8860 | 0,161 |—0,207 |  geringer | > 
780 | 4,153* | 0,161 | — 3,405 | > 
1310 | 2.558* | Kot 0.069 | hae 450%| 1,0 g Karmin in Oblate. 
| | reichlicher | | Gesamt- 
650 | 0,688 | Ten 0,069 |—0,582 | verlust des | 
_ ' wie in der ~alie 
1040 | 1185 |  gleichen 0,069 |— 1,079 | 
(4 | - | Vorperiode, . | a | hag Periode | 
20 | 0,675 | weich, nicht| 2069 | — 0,569 = 8: = g N. 
1130 | 1,405 | durchfallig | 0,069 | —1,299 | 5 688 . | | 
| '42 ¢ Trocken- 
00 | 4030 [#78 Frecken-) ogg | 0,924 |= — 0,948 g 
1100 | 1,336 | 0483¢ N | 0,069 |—1,230 | Pre die | 
400 | 0,409 | Kotent- 0,050 | — 0,459 ‘Gua 1,0 g Karmin in Oblate. 
si | ’ ‘leerung sehr | . ; verlust 
™ | 1,260 | sparlich, 8 g 0,050 | —1,310 | _ 4,122 ¢ N 
HW) 0,917 | 4 rockenkot. 0,050 | — 0,967 =m 1,031 g 
F110 | 1,336 |mitO200EN gos |—1,386 | Pro die 
i uf Seite 368 und 369. 

































































374 E. Grafe, 
Tabelle III (Versuch mit 
“a 2 | 3B 4 | 5 ' rT? |e 
| | | N- | x. 
Ver- | Zusammensetzung Brutto- | Gehalt | Geha) 
iets 'Versuchs-| Ge- der 
suchs Datum | . i der Kalorien | Stan- Saleen 
tag | periode | wicht | dard- Stan. 
Nr. | | Standard-Nahrung pro 1 kg |Nahrung ~~ 
1912 | | in g ing | in 
Vor- 
| 4 Hunger 
1—6  7.—13. III. | periode I }10 000 ’ . a= a - 
ans: (Hunger) (Wasser nach Belieben) 
7 | 13.—14. IID — 8000 Taglich: 220 g Starke C4-140Kal.) 0,17 0 
u + 40 g Rohrzucker + 15 g 
sinew, ae “Taste | tt | Ger | 6 
4.—10. . —_— eischextra f . ; 
(Standard- Knochenasche + 2 Tropfen 
9 | 15.—16. Nahrung | — te ut Geen > 017 | 0 
allein) Wasser 
10 | 16—17. | -- > 017 | 0 
11 17.—18. I. 8000 desgl. ca.150Kal.| 0,17 | 2,580 
Haupt- 
9 ae, | aes . P ) 
12 | 18.—19. periode desgl. 0,17 | 2.580 
13 = 19.—20. (Zulage — > > 0,17 | 2.580 
14 | 20.—21 von | 8200 > > 0,17 | 2,580 
Gelatine | 
5 0{ —_99 Sas | 2 999 
15 | 21.—22 — 0,17 | 3,322 
| 
16 | 22.—23. Standard-| — > > 0,17 | 3,322 
17 | 23—04, | Nahrung); _ : ' 017 | 332 
18 | 24.—25 _- > > 0.17 | 4,983 
Bis EO Di soi 10 io Aone —— 
19 25.—26. III. 7900 | 4°°/sso der Nahrung gefressen |ca, 70Kal. () 
20 | 26.—27 Nach- | __ | 51055» > » > 90 >» 0 
| periode sets 
€ | ¢ — —s 650 > » > » > 0,5865 ) 
21 | 27.—28. oe /380 100 rU, ( 
22 | 28.—29. periode ll} — | 7*5/ss0 » > . » 120 >» 0 
23 | 29.—30. 7500 | 75°/ss0 » > > >» 125 > |] 0 
| 
| 
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9 | 10 1 12 | 13 14 | 15 
N- w N- N-Bilanz | 
_. Gehalt Kot- Gehalt} — 
rin- des des Bilanz pro | Bemerkungen 
| ¢o| Urins menge Kotes | ; ° 
enge; 4. | ro die Periode | 
pro die pro die! . ™ | 
ccm f in g | < . 
16,97 ¢ 
7 -— ~~ — — N-Verlust im | 
Harn 
ene cng | nares eneteiatinatetecentte 
P _ | 1 g Karmin in 
W 1,695 Kotentleerung | 0,119) — 1,644 Gesamt Oblate 
" R reichlich, | 19 | a N-Verlust 6,309 g 
HU 1,710 160 g feucht, | 0,119 | — 1,659 pro Periode 
oo ~»—-1,693 | 24g trocken | 94119) —1,642 | = 1,577 ¢ N 
mit 0,4766 g N pro die 
i00 1,415 | 0,119 | — 1,364 | a 7 
' | ' 1 g Karmin in 
610 2,443 0,294} — 0,013 
1 | Gesamteinfuhr Oblate 
170 1,694 0,294] +-0,762 | pro Periode 
Kotentleerung . | == 96.629 o 
30) 2 P , | ¢ leita 
” 2,000 sehr reichlich, | 0,294 | —- 0,456 Gesamtausfuhr 
540 3,460 | 8929 ¢ feucht, | 0,294 — 1,004 | — 96.849 g, 
30 3,075 | 47,7 g trocken | 0,294/ +-0,123 | — N-Verlust 
. ‘ a | | 0,220 g 
400 | 3,879 | mit 2,348¢ N | 92994; —0,681 | 
| | — —0,027¢ N 
330 3,170 | al -+- 0,028 pro die 
475 | 4,780 0,294 | 40,079 
a 1 g Karmin in 
) _— = 
230) 2,163 Kot | Oblate 
24) 4.697 | Nicht analysiert, | — 
| da Nahrung 
701,394 nicht | — “ne 
a quantitativ 
30 | 1,123 | — — 
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Von dieser LOsung wurden am 25. Versuchstage 100 ccm, 
am 26.—29. je 50 ccm der Nahrung zugesetzt. 
100cem enthalten 20 * 126,0 & 1,404mg N = 3,538 ¢ N. 
Will man in diesen Lésungen annihernd den N-Gehalt 
bestimmen, so enthalten 
von Lésung I ca. 30 g Ammoncitrat 3,428 g N 
II » 30> 2 3,938 » » 
N-Gehalt daher approximativ = 11,61°/o. Diese Zahl stimmt 
sowohl mit den Abderhaldenschen') wie mit den von mir in 
den Versuchen beim Schwein gefundenen Werten annihernd 
iiberein. Wegen der unbekannten Volumzunahme des Wassers 
durch die Lésung des Ammonsalzes ist eine genaue Bestim- 
mung in dem verwendeten Salz natirlich nicht moglich. 


') Abderhalden und Hirsch, Diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 147, 
1912. 



































Einwirkung von Chlorwasserstoff auf Invertase. 
II. Mitteilung. 


Von 
Theodor Panzer. 





‘Der Redaktion zugegangen am 18. Oktober 1912.) 


Die im folgenden beschriebenen Versuche sind Parallel- 
versuche zu meinen Untersuchungen tiber die Einwirkung von 
gasformigem Chlorwasserstoff auf trockene Diastase.!) Sie 
sollten lehren, ob auch ein anderes Ferment dasselbe Ver- 
halten gegen Chlorwasserstoff zeigt, wie die Diastase. Diese 
Versuche wurden auch genau in derselben Weise angestellt, 
wie die Versuche mit Diastase, mit Ausnahme jener Abiande- 
rungen, welche durch die andere Wirkungsweise der Invertase 
bedingt sind. 

Im grofhen und ganzen sind die Resultate hier éhnlich 
wie bei der Diastase, doch bestehen einige wesentliche Unter- 
schiede. Die Hauptresultate, in kurzen Worten zusammengefabt, 
sind folgende: 

Auch das Invertasepriparat nimmt betriachtliche Mengen 
von Chlorwasserstoff auf und zwar noch gréBere Mengen als 
die Diastasepraiparate, und verliert dadurch seine Wirksamkeit. 
Im Vakuum gibt es gleichfalls einen grofen Teil des aufge- 
nommenen Chlorwasserstoffs ab, erlangt aber dadurch 
seine Wirksamkeit nicht wieder. 


Verwendetes Praparat. 


Das Invertasepraparat, welches zu meinen Versuchen 
verwendet worden ist, war nach dem Verfahren von W. A. 
Osborne?) aus Hefe dargestellt worden. Bei der Reinigung 





') Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 276. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 28, S. 399. 
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des Priparates blieb ich indessen auf halbem Wege stehen, 
um nicht zu grofe Verluste zu erleiden. In grofen Ziigen war 
das Verfahren folgendes: 10 kg Hefe wurden nach lingerer 
Behandlung mit Alkohol mit Chloroformwasser ausgezogen. 
Der filtrierte Auszug wurde mit Alkohol gefallt, der Nieder- 
schlag mit Alkohol und Ather gewaschen und getrocknet. Das 
Gewicht dieses rohen Fermentpriparates betrug 60g. Das 
Rohprodukt wurde nun portionenweise mit laawarmem Wasser 
angeriihrt, der filtrierte Auszug nochmals mit Alkohol gefallt, 
der Niederschlag abermals gewaschen und im Vakuum itiber 
Chlorealcium getrocknet. Der trockene Niederschlag, dessen Ge- 
wicht 36g betrug, bildete das zu den Versuchen verwendete 
Fermentpriiparat. Es zeigte noch in geringem Mafe Eiweib- 
reaktionen und reagierte auf Lackmus ganz schwach sauer. 

Dieses Fermentpraparat wurde, sowie es mit den Diastase- 
priiparaten geschehen war, zuniichst einer analytischen Unter- 
suchung unterzogen. 

Stickstoff 0,1755 g¢ lieferten 8,6 ccm N bei 18,2° C. 
und 741,3 mm, entsprechend 5,64°/o N; 

0.2186 ¢ lieferten 10,4 ccm N bei 20,5° C. und 750,5mm, 
entsprechend 5,49°/o N; 

im Mittel: 5,57°/o N. 


Asche: 0,2357 g lieferten 0,0525 g Asche, entsprechend 
22.280 Asche; 

0,2398 g lieferten 0,0531 g Asche, entsprechend 22,14°/ 
Asche ; 

im Mittel: 22,21°/o Asche. 

Amidstickstoff: 0,5344¢ lieferten 21,7 ccm N bei 
21,0° C. und 723,3 mm, entsprechend 2,25°/o N; 

04899 g lieferten 20,4 ccm N bei 17,5° C. und 726,2 mm, 
entsprechend 2,35°/o N; 

im Mittel: 2,30°/o N. 

Titrierung und Formoltitrierung: 0,4642 g ver- 
brauchten zur Neutralisation 0,722 ccm Normallauge (ent- 
sprechend 155,5 ccm fiir 100 g Substanz), weiter nach Zusatz 
von Formol 1,078 cem Normallauge, entsprechend 3,25°/o N; 
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0,4361 g verbrauchten zur Neutralisation 0,719 ccm Nor- 
mallauge (entsprechend 164,9ccm fiir 100g Substanz, weiter 
nach Zusatz von Formol 0,963 ccm Normallauge, entsprechend 
3,09 °%/o N; 

im Mittel: zur Neutralisation 160,2 cem Normallauge 

und 3,17°/o formoltitrierbarer Stickstoff. 


Mittelwerte. 
Stickstoff 5,57 %/y 
Asche 22,21 
Amidstickstoff 2,30 9/0 


Formoltitrierbarer Stickstoff 3,17 °/o 

Aciditét entsprechend 160,2ccem Normallauge fiir 100g Substanz. 

Hervorgehoben sei nur der hohe Aschengehalt des Pri- 
parates, ferner der hohe Gehalt an Amidstickstoff und formol- 
titrierbarem Stickstoffe, der rund etwa die Hialfte des Gesamt- 
stickstoffes betriigt, wiihrend diese Zahlen bei den untersuchten 
Diastasepraparaten nur etwa !{15 bis !/20 des Gesamtstickstoff- 
gehaltes ausmachen, endlich die hohe Aciditit, welche etwa 
5—6 mal so grofi ist, wie bei den Diastasepriiparaten. Weitere 
Betrachtungen sollen vorliufig nicht an diese Tatsachen ge- 
kniipft. werden. 


Behandlung mit Chlorwasserstoffguas. 


Diese Versuche wurden in demselben Apparate und auf 
dieselbe Weise vorgenommen, wie die Versuche an Diastase- 
praparaten. Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammen- 
gestellt. Die Berechnung in Prozenten bedeutet wieder, wie 
viel Teile Chlorwasserstoff von 100 Teilen Invertasepriparat 
aufgenommen worden sind. 

a) Versuche mit Luftiiberleitung bei 50° C. 








Verwendete Menge Aufgenommene | 
des Invertasepraparates _ Chlorwasserstoffmenge | In Prozenten 
g | g | 
0,1453 | 0,0230 | 15,83 
0,2476 | 0,0392 | 15,83 
0,1712 | 0,0273 | 15,94 
0,2481 | 0,0472 | 19,02 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXII. 25 











JRO Theodor Panzer, 


b) Versuche mit Luftiiberleitung bei Zimmertemperatur. 





| 





Verwendete Menge Aufgenommene 
des Invertasepriparates | Chlorwasserstoffmenge | In Prozenten 
¥ | “ | 
0.2044 | 0,0503 | 24.60 
0.4873 | 0,1062 | 21,79 
0,4698 | 0,0890 | 18,94 
0.5103 | 0,1173 | 22.99 
0.4914 | 0,1009 | 20,53 
0.5320 | 0,1163 | 21,86 
0.4940 | 0.1068 ! 21,62 


Auch die Invertasepraparate sind bei der Behandlung 
mit Chlorwasserstoff um eine Nuance dunkler geworden und 
rochen nach Chlorwasserstoff. Gegen feuchte Luft waren sie 
ebenfalls sehr empfindlich, sie farbten sich dunkel und zerflossen. 

Die von dem Invertasepréiparate aufgenommenen Chlor- 
wasserstoffmengen sind durchwegs viel grofer als diejenigen, 
welche von den Diastasepraparaten aufgenommen worden sind. 
Sie zeigen aber auch hier keine Ubereinstimmung, was wieder- 
um den SchlufB gestattet, daB der Chlorwasserstoff zum Teile 
leicht zersetzliche Verbindungen, mit gewissen Atomgruppen 
des Invertasepriparates eingegangen ist. 

Nur die drei ersten Versuche, in welchen bei 50° C. Luft 
iibergeleitet worden ist, zeigen geradezu auffallende Uberein- 
stimmung, es sind dies gleichzeitig die kleinsten Werte der 
ganzen Reihe. Man kénnte sich daher vorstellen, dab bei diesem 
Werte die Zersetzung der Chlorwasserstoffverbindungen einen 
gewissen Ruhepunkt erreicht. Wenn der 4. Wert der Versuche 
mit Erwarmung auf 50°C. mit den drei anderen Werten nicht 
iibereinstimmt, sondern grofer ist, so wiirde dies nicht mehr 
bedeuten, als dafi in dem 4. Versuche aus irgendeinem Grunde 
dieser Ruhepunkt noch nicht erreicht worden ist. 

Nimmt man an, daf unter geeigneten Umsténden jedes 
Stickstoffatom des Invertasepraparates ein Molekiil Chlorwasser- 
stoff binden kann, so wiirde dies bei einem Stickstoffgehalte 
von 5,57°/o eine Chlorwasserstoffaufnahme von 14,49°/o be- 
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deuten. Die gefundenen Zahlen liegen aber hier durchwegs 
iiber 14,49°/o, wihrend sie bei den Diastaseversuchen alle 
kleiner waren, als der aus dem Stickstoffgehalte berechnete 
Wert. Dieser Umstand hiéngt offenbar mit dem hohen Aschen- 
gehalte des Invertasegehaltes zusammen. Seine unorganischen 
Bestandteile werden zweifellos relativ grofe Chlorwasserstoff- 
mengen binden konnen. Wie grof diese aber sind, dariiber 
kann man sich ohne genauere Kenntnis der unorganischen 
Bestandteile kein annaherndes Urteil bilden. 

Bei den Diastaseversuchen konnte aus den Resultaten 
der Formoltitrierung berechnet werden, wieviel Chlorwasser- 
stoff durch Aminogruppen gebunden wird. Die analoge Be- 
rechnung wiirde ergeben aus 3,17°/o formoltitrierbarem Stick- 
stoff 8,18°/o durch Aminogruppen gebundenen Chlorwasser- 
stoff. Dieser Schlufi ist jedoch hier nicht gestattet, weil, wie 
spiter gezeigt werden wird, die Menge hes formoltitrierbaren 
Stickstoffs durch die Einwirkung von Chlorwasserstoff er- 


heblich geandert wird. 
In der gleichen Weise wie bei den Versuchen mit Dia- 


stase wurden auch hier Auspumpversuche angestellt. Sie er- 
gaben folgende Resultate. 


In Gewichten: 

L o| I | I. 
~ 8 g 
0,2044 | 0,4873 | 0,4698 
0,0503 | 0,1062 | 0.0890 





Verwendete Menge des Invertasepraparates . 
Aufgenommene Chlorwasserstoffmenge. . . 
Das Praparat enthielt noch Chlorwasserstoff : 


am 1. Tage — | 0,0953 | 0,0867 


as « « - ae eee ee | 0,0379 | 0,0902 | 0,0843 
eR ® 644tenan ee) a Oe = 

> ho > 2... eee. J] 00866 | 00848) — 

eh» ices eeeenel SF — ee 
to 4 SS be - 0,0857  — | 0,0820 
> 72 > 1... ee... «| 0,0350 | 0,0821 | 0,0815 
> 8 » ik & ¢ eR ees / | 0,0808 | 0,0808 
Pars  .44eeneeee | 0.0806 | 0,0808 


25* 
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In Gewichten. — Fortsetzung. 


tC | = YS oe 

Pea Se 

» 10. > sve dvaces&) iT Sy = 
>4l. > «......... ~| 0,0389 | 00787 | 0.0785 
a. + se & + we ae 0,0771 
»>138. >» ........ 4. .| 0,0337 | 0,0777 | 0,0760 

»1h > pawn econ w «| OER | COPFF] 
. 15. » ble a. <a a ae ee — | 0,0771 | 0,0745 
71. te ea owas es | i = - 7 ae 

het cntiunn reed’ 2 oe 
» 18. » pe + e ae 0,0707 | 0,0743 
[> .aweravawenl = | == | ne 
> 20. >» 1.2.2.6... | 0,0821 | 0,0697 | 0,0737 














In Prozenten: 

















. | ” 
Aufgenommener Chlorwasserstoff . . . . .| 24,60 21,79 | 18,94 
Das Priiparat enthielt noch Chlorwasserstoff : | | | 
am 1. Tage ...-.-.<«-s++s+s+s+2«.e| = | 3286 | 2646 


‘EY 22 POS 18,54 | 18,51 | 17,94 
<z 18,25 | 17,93 | — 

4. | 17,90 | 1740 | — 
» 5 we; — |e 

6. > | 17,46 | —~ | 17,66 
_ 7. ti iwcncese-| Ot | Oe | oe 
eh + «heed eeseanl we ae oe 
-ea > attaeeeraevan! oe 0ST 





‘MO » Swes.recuss] Oe oe sone 
Hi. » ivaesrcuvees ol Se Doe toe 
‘Mw va hee vwcand ol Oe Te 16,41 
cs acetal aes 16,49 | 15,95* | 16,17 











.| 
14. ..| 16,44 | 16,95") — 
, 15. ; — | 15,82" | 15,86" 
ae « .| 1615*| — | 15,92* 
» 17. .| 16,10" | 15,18 | — 
4 ; | 15,95* | 14,51 | 15,81 
iw cate eee a — | 15,69 
Me ae ciate anes .| 15.69 | 1430 | 15,69 
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So wie bei den Diastaseversuchen, zeigt sich auch hier 
eine stindige Abgabe von Chlorwasserstolf, welche, wenigstens 
in den 20 Versuchstagen, nicht zum Stillstande kommt und 
allem Anscheine nach bei lingerer Fortsetzung der Versuche 
nicht so bald zum Stillstande kommen diirfte. Die Abgabe 
geht auch hier wieder in den ersten Tagen sehr rasch vor 
sich, wird danach recht langsam und niahert sich einer gewissen 
GleichmaBbigkeit. In graphischer Darstellung wiirde die Chlor- 
wasserstoffabgabe wieder einer Kurve entsprechen, welche zu- 
niichst steil abfallt und dann sich, in grofen Ziigen betrachtet, 
ungefiihr einer langsam absteigenden Geraden nihert. Die 
Anniherung des zweiten Abschnittes der Kurve ist hier noch 
weniger streng als in den Diastaseversuchen, denn in diesem 
zweiten Teile wechseln deutlich Abfialle mit Perioden einer 
gewissen Konstanz der Werte, sodafi sich die Kurve wellen- 
formig um die supponierte Gerade herumwindet. Immerhin 
bietet die ganze Kurve ein Bild, welches der Interferenz von 
zweierlei Zersetzungsprozessen entspricht, und zwar von einem 
sehr rasch und von einem recht langsam vor sich gehenden. 
Um nur wieder eine Vorstellung dariiber zu entwickeln, wire 
als Beispiel eines raschen Zersetzungsprozesses die Zerlegung 
der Verbindung von Chlorwasserstoff an siureamidartig ge- 
bundenen Stickstoff der eiweifahnlichen Stoffe anzusehen, als 
Beispiel eines recht langsamen Zersetzungsprozesses die Ab- 
gabe von Chlorwasserstoff aus dessen Reaktionsprodukt mit 
unorganischen Stoffen (z. B. Phosphaten). 

Aus den Resultaten derjenigen Versuche, bei welchen 
unter Erwirmung auf 50° C. Luft iibergeleitet worden war, ist 
friiher ein gewisser Ruhepunkt der Zersetzung herausgelesen 
worden. Sucht man nun die diesen Resultaten entsprechenden 
Werte in der prozentischen Tabelle der Auspumpversuche auf, 
(sie sind dort mit * bezeichnet worden), so sieht man, dah 
dieser Punkt keineswegs den Endpunkt der Zersetzung bedeutet, 
weil in den Auspumpversuchen von diesem Punkte an die 
Werte noch weiter fallen. Er kann aber insofern als ein 
Ruhepunkt betrachtet werden, als bei den Auspumpversuchen 
an dieser Stelle die Werte durch einige Zeit ziemlich konstant 
bleiben und nicht viel abnehmen. 
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Bestimmung der Aciditit. 


In derselben Absicht, wie bei den Diastaseversuchen, 
wurde auch an den mit Chlorwasserstoff behandelten Inver- 
tasepraparaten die Aciditét durch Titration mit !/s-Normal- 
Barytwasser gegen Phenolphthalein durchgefiihrt. An diese Be- 
stimmung wurde gleich die Formoltitrierung angeschlossen. Die 
Details dieser Versuche sind genau dieselben wie dort. Die 
beiden letzten Versuche der folgenden Tabelle sind mit dem 
Materiale der Auspumpversuche II und III angestellt. 


























Verwendete Menge | Chiopwasser- Normallauge verbraucht 
sahaerneaes stofigehalt N en | Whee reo ane 
. eulralisation Formoltitrierung 

g g ccm | ccm 

0.5320 0,1163 4,000 0,790 

0,4940 0,1068 3,694 0,855 

Auspumpversuche : 
04873 0,0697 2,764 0,895 
0.4698 0.0737 2,989 0,786 








In einer weiteren Tabelle berechne ich diese Werte in 
derselben Weise wie bisher prozentisch, ich berechne weiter 
daraus die Aciditiitszunahme als «gefundene Aciditétszunahme » 
und stelle diesen Zahlen die aus dem Chlorwasserstoffgehalte 
berechnete als «berechnete Aciditéitszunahme» gegeniiber. 























Nita Aciditat Aciditiitszunahme 
7 wie reel des behandelten des urspriinglichen | ee 
eine Praiparates Priiparates gefunden berechnet 

%0 ccm ccm ccm ccm 
21,86 751.9 160.2 591.7 | 5994, 
21,62 747.8 160,2 587,6 | 592.9 

Auspumpversuche : 
14,30 967.2 160.2 407,0 | 392.1 
15,69 636.2 160,2 176.0 | 430.3 


In den beiden 


ersten Versuchen 
Aciditiitszunahme mit der berechneten recht gut tberein. 


stimmt die gefundene 


In 
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den Auspumpversuchen ist sogar die gefundene Acidititszu- 
nahme grofer als die berechnete. Aus weiteren Betrachtungen 
wird sich ergeben, dali bei den Auspumpversuchen der Chlor- 
wasserstofigehalt und damit die berechnete Aciditiitszunahme 
einer Korrektur bedarf. Bringt man nun diese Korrektur an, 
so erhoht sich der Chlorwasserstoffgehalt auf 15,07°/o, bezw. 
16,76°/ound damit die berechnete Aciditétszunahme auf 413,3ccm, 
bezw. 459,6 ccm, und damit ist eine befriedigende Uberein- 
stimmung mit der gefundenen Aciditaétszunahme gegeben. 

Mit und ohne Korrektur aber laft sich aus dieser Gegen- 
iiberstellung die Existenz einer Gruppe, welche in 
anderer Weise denn als lonenreaktion Chlorwasser- 
stoffehemie binden wiirde, nicht ersehen. Es bedeutet 
dies einen hervorzuhebenden Unterschied gegeniiber den Dia- 
stasepraparaten. 


Fomoltitrierungen. 


Die bereits angefiihrten Resultate der Formoltitrierungen 
geben in der wie bisher durchgefiihrten prozentischen Be- 
rechnung folgende Werte: 

Versuche ohne Auspumpen: 2,08°/o0, bezw. 2,42°/o. 

Auspumpversuche: 2,07°%/0, » 2,540. 

Diese Zahlen sind durchwegs kleiner als die Zahlen, welche 
bei der Formoltitrierung des unverdnderten Invertasepriiparates 
gefunden worden sind (3,25°%/o, bezw. 3,09°/o, im Mittel: 
3,17°/o). Es ist demnach durch die Einwirkung von Chlor- 
wasserstoff formoltitrierbarer Stickstoff in andere Bindung tiber- 
gefiihrt worden. Offenbar liegt dieser anderen Bindung eine 
Anhydridbildung zugrunde, indem freie Carboxylgruppen 
unter der Einwirkung des Chlorwasserstoffs mit freien 
Aminogruppen siureamidartige Bindungen unter Ab- 
spaltung von Wasser eingegangen sind. 

Nun ist zweifellos bei den Auspumpversuchen dieses ab- 
gespaltene Wasser aus den Priparaten bei deren 20tagigem 
Verweilen im Vakuum iiber Schwefelsiiure und Natronkalk ent- 
fernt worden. Das Plus, welches deren Gewicht nach dem 
Auspumpen gegeniiber ihrem Gewichte von der Chlorwasser- 
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stoffbehandlung zeigt, entspricht daher nicht genau dem Chlor- 
wasserstoffgehalte, sondern es bedeutet die Differenz zwischen 
dem Chlorwasserstoffgehalte und dem Gewichte des abgegebenen 
Wassers. Das Gewicht des abgegebenen Wassers laBt sich nun 
leicht berechnen, indem jedem verschwundenen Atom formol- 
titrierbaren Stickstoffs ein Molekiil Wasser entspricht. Die so 
gefundene Zahl muf nun dem scheinbaren Chlorwasserstoff- 
gehalte hinzugerechnet werden, wenn man den wirklichen Chlor- 
wasserstoffgehalt ermitteln will. Das ist die Korrektur, welche 
bei den Auspumpversuchen im vorigen Abschnitt angebracht 
worden ist. 

Die Entscheidung der Frage, ob dieselbe Korrektur auch 
bei den nicht ausgepumpten Priiparaten anzubringen sei, wiirde 
davon abhangen, ob das abgespaltene Wasser aus dem Prda- 
parate entfernt worden ist. Dariiber kOnnte man aber héchstens 
unbegriindete Vermutungen hegen. Die Frage muf also dahin- 
gestellt werden. Es bleibt demnach der im vorigen Abschnitt 
gezogene Schlufisatz aufrecht. 


Bestimmung des Amidstickstoffes. 


Sie wurde in genau derselben Weise durchgefthrt wie 
bei den Diastasepraparaten und lieferte in analoger Darstellung 
folgende Resultate: 

0,5103 g nahmen auf 0,1173 g = 22,99°/o Chlorwasser- 
stoff und lieferten 19,9 ccm N bei 20,0° C. und 742,8 mm, ent- 
sprechend 2,18°/o Amidstickstoff. 

0,4914 g nahmen auf 0,1009 g = 20,53°/o Chlorwasser- 
stoff und lieferten 15,0 cem N bei 20,1° C. und 744,7 mm, 
entsprechend 1,71°/o Amidstickstoff. 

Auch hier ergeben sich niedrigere Zahlen wie bei der 
Bestimmung des Amidstickstoffes an dem unveranderten Invefr- 
tasepriparat. Es wird also dadurch das Resultat der Formol- 
titrierungen vollauf bestatigt. 


Prifung der Fermentwirkung. 


Zur Priifung der mit Chlorwasserstoff behandelten Fer- 
mentpraparate auf ihre Wirksamkeit (es waren bei allen Ver- 
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suchen je 0,2 g des Invertasepriiparates in Arbeit genommen 
worden) wurden diese Praparate mit etwas Wasser tibergossen 
und sofort mit einer berechneten Menge Zehntel-Normallauge 
versetzt. Nachdem sich das Priiparat vollstindig aufgeldést 
hatte, wurde die LOsung auf 25 ccm aufgefiillt und blieb so 
eine Stunde lang stehen. Die Menge der Zehntel-Normalnatron- 
lauge wurde aus dem Chlorwasserstoffgehalte des Priiparates 
derart berechnet, dali nach dem Zusatze der Lauge noch eine 
Chlorwasserstoffmenge iibrig blieb, welche 0,25 ccm Zehntel- 
Normalsalzsaure entsprach. 

Zur Kontrolle diente eine Losung von (2 g des Invertase- 
praparates, welche mit 0,25 ccm Zehntel-Normalsalzsiéure ver- 
setat, auf 25 cem aufgefiillt war und dann eine Stunde lang 
stehen blieb. 

Nach dieser Zeit wurden die Liésungen mit je 50 ccm 
einer auf 40° C. erwarmten 20°/oigen Rohrzuckerlésung ver- 
mengt und in ein auf 40° C. erwirmtes Wasserbad einge- 
setzt. Gleich bei Beginn, sowie nach angemessenen Zeitriumen 
wurden dem Gemenge je 10 ccm entnommen und sofort mit 
je 10 cem 0,2 Normal-Natronlauge vermengt. Die dadurch sich 
leicht triibende F'liissigkeit wurde filtriert und das Filtrat im 
2 dm-Rohre im Polarisationsapparate untersucht. Der ver- 
wendete Polarisationsapparat zeigte direkt Prozente Trauben- 
zucker an. Die abgelesene Zahl ist ohne weitere Umrechnung 
in die folgenden Tabellen eingesetzt. Ich fiihre von mehreren 
gleichartigen Versuchen nur zwei an. 





—_——— ] 








Dauer Unverandertes Mit Chlorwasserstoff behandelte 

des Versuches | Invertasepraparat Invertasepriparate 

Beginn ... + 8,2 + 85 | + 7,7 
‘4 Stunde. . pe 99 +. @8 | 4s 9x 
a +. 6,4 + 83 _ 
4 Stunden +. hs +. 83 | +76 
1 Stunde. . + 5,0 + 83 | -- 7,6 
1's Stunden . +- 4,1 +- 82 | + 7,7 
I'/2 > ; +. 3,4 + 83 | + 7,7 
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In dhnlicher Weise verlief ein Versuch, welcher mit dem 
Praparate vom Auspumpversuche I angestellt wurde. 









Dauer | oo one | Mit Chlorwasserstoff 
des : behandeltes und ausgepumptes 
Versuches Invertasepraparat Invertasepriparat 
DOM. 6 6 hse 8.3 | 8.3 
'» Stunde. ... 6,9 8,5 
J ee D7 8.6 
I'2 Stunden... 44 8,7 
2 , pa 3,3 8.8 


Durch die Einwirkung von Chlorwasserstoff wird demnach 
die Wirksamkeit der Invertase vernichtet, und sie kehrt beim 
Auspumpen nicht wieder. 


Die Vernichtung der Wirksamkeit der Invertase kann in 
meinen Versuchen nicht darauf beruhen, da der Chlorwasser- 
stoff als Saure mit basischen Gruppen der Invertase salzartige 
Verbindungen eingeht, weil die Wirksamkeit nicht wiederkehrt, 
wenn man den aufgenommenen Chlorwasserstoff durch Lauge 
neutralisiert. Atomgruppen, welche Chlorwasserstoff in anderer 
Weise chemisch binden kénnen, sind, namentlich in den Aus- 
pumpversuchen, nicht aufgefunden worden (siehe Aciditatsbe- 
stimmung). Die Vernichtung der Fermentwirkung kann daher 
auch nicht auf die Festlegung solcher Atomgruppen durch deren 
Verbindung mit Chlorwasserstoff zurtickgefiihrt werden. 

Dagegen wurde eine durch die Einwirkung des Chlor- 
wasserstoffs verursachte Abnahme des formoltitrierbaren Stick- 
stoffs, bezw. Amidstickstoffs konstatiert, welche auf eine séure- 
amidartige Verbindung von Carboxylgruppen mit Aminogruppen 
hindeutet. 

Ks liegt nun nahe, diese chemische Reaktion fiir die Ver- 
nichtung der Fermentwirkung verantwortlich zu machen. Damit 
verlasse ich aber realen Boden und begebe mich auf hypothe- 
tisches Gebiet; hypothetisch darum, weil nicht erwiesen ist, 
daB gerade diese chemische Reaktion die Ursache der Auf- 
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hebung der Fermentwirkung ist. Es kénnte ja auch daneben 
noch eine andere chemische Reaktion vor sich gegangen sein, 
die nicht konstatiert wurde und die keine lonenreaktion ist. 
Kine solche Reaktion kénnte z. B. die Polymerisation von 
Aldehyden sein, vorausgesetzt, dab die Invertase Aldehydgruppen 
enthalt. 

Ist aber die genannte Anhydridbildung wirklich die Ur- 
sache der Vernichtung der Fermentwirkung, dann ist auch 
gewilh der hohe Gehalt des Fermentpraparates an formoltitrier- 
harem Stickstoff (3,17°/o) gegentiber der Gesamtstickstoffmenge 
(5,57 °/o) nicht belanglos. Das Verhiiltnis iindert sich aber noch 
zugunsten des formoltitrierbaren Stickstoffes, wenn man_be- 
denkt, daf das Fermentpraéparat noch Eiweifreaktionen zeigt, 
dah bekanntermaben die die Eiweifreaktionen gebenden Stoffe 
zur invertierenden Wirkung nicht notwendig sind, und dab die 
Kiweibstoffe im Vergleiche zu ihrem gesamten Stickstoffgehalte 
nur recht wenig formoltitrierbaren Stickstoff enthalten. Man 
kann demnach sagen, dafB in dem wirksamen Anteile des Fer- 
mentpraparates die Menge des formoltitrierbaren Stickstoffes 
groBer ist als die Menge des in anderer Weise gebundenen 
Stickstoffes. 

EKinem solchen Verhialtnisse wiirde entsprechen ein Ge- 
menge von Stoffen, in welchem nebst anderen, insbesondere 
sauer reagierenden Stoffen, groBere Mengen von Salzen primiirer 
Amine enthalten sind, oder aber ein Gemenge von Amino- 
siuren mit voraussichtlich recht einfach gebauten Polypeptiden. 
Man konnte sogar in dem Umstande, dali die Zahlen fiir den 
Amidstickstoff (2,30°/o) erheblich kleiner sind als die Zahlen 
fiir formoltitrierbaren Stickstoff (3,17°/o), obwohl man nach 
der Ausfiihrung der Versuche (lange Dauer der Einwirkung der 
salpetrigen Séiure) sogar hdhere Zahlen hiitte erwarten sollen, 
einen Hinweis auf jene Aminosduren .erblicken, welche bei der 
Behandlung mit salpetriger Séiure nicht ihren ganzen Stickstoff 
in Freiheit setzen. 

Ich habe mit diesen Siitzen eine Arbeitshypothese auf- 
gestellt, deren Richtigkeit durch spiatere Versuche eingehend 
zu priifen sein wird. 
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Als bewiesenes Ergebnis meiner Versuche aber méchte 
ich hinstellen, daB die Vernichtung der Fermentwirkung durch 
Kinwirkung von gasf6rmigem Chlorwasserstoff bei der Invertase 
auf anderen chemischen Prozessen beruht als bei der unter- 
suchten Diastase, und schliefe daraus, da auch die chemische 
Konstitution des wirksamen Anteiles der Invertase eine andere 
ist als die des wirksamen Anteiles der untersuchten Diastase. 








Zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe. 
IV. Mitteilung. 
Von 


Hans Fischer und Heinrich Rése. 


(Aus der II. med. Klinik zu Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Oktober 1912.) 


Durch zahlreiche biologische Experimente erscheint es 
sehr wahrscheinlich, daB der Gallenfarbstoff aus dem Blutfarb- 
stoff entsteht. Diese Umwandlung erfolgt in der Leber unter 
Abspaltung des Eisens. In welcher Weise diese Umwandlung 
erfolgt, dariiber sind wir noch nicht orientiert. Um _ hieriiber 
Klarheit zu schaffen, muf zuerst die vergleichende Chemie der 
beiden Farbstoffe abgeschlossen sein. 

Kiister hat zuerst Blut- und Gallenfarbstoff in chemischen 
Zusammenhang gebracht durch Gewinnung der Haématinsiiure 
aus beiden Farbstoffen. H. Fischer und P. Meyer ist es 
dann gelungen, auch Methylathylmaleinimid nach erfolgter Re- 
duktion des Bilirubins mit Natriumamalgam durch Oxydation zu 
erhalten. Dieser Befund war ein prinzipieller Fortschritt, da 
hierdurch bewiesen war, da’ im Bilirubin mindestens zwei 
verschiedene Pyrrolkerne vorhanden sind. (Die Bedeutung dieses 
Befundes haben Piloty und Thannhauser’) offenbar nicht 
erfaBt, denn sie erwahnen ihn tberhaupt nicht.) 

Methylathylmaleinimid (IV) entsteht durch Oxydation aus 
Hiimopyrrol (I), Kryptopyrrol (Il) und, wie wir neuerdings ge- 
funden haben, auch aus Phyllopyrrol (III), aus letzterem aller- 
dings nur in sehr bescheidener Ausbeute. 





') Liebigs Annalen, Bd. 390, S. 191. 
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Bei im Prinzip gleicher Konstitution von Blut- und Gallen- 
farbstoff wire daher zu erwarten, dai bei der Reduktion des 
Bilirubins unter den gleichen Bedingungen wie beim Himin auch 
wenigstens einer dieser Ko6rper auftreten sollte, dies ist aber 
nicht') der Fall, wie schon in der I. Mitteilung iiber Gallenfarb- 
stoff?) festgestellt wurde. 

Wir haben die Eisessigjodwasserstoff-Reduktion des Bili- 
rubins weiter verfolgt und zwei neue Spaltprodukte gefunden, 
die Bilirubinsaéure und eine der Phonopyrrolearbonsaure isomere 
Sdure.*) Beide Séuren sind auch von Piloty und Thann- 
hauser (I. ¢.) beobachtet worden. Fir die Bilirubinséure haben 
wir Formel I aufgestellt, wihrend Piloty und Thannhauser 


Forme! II diskutieren. 
CH,—COOH 


| 
CH NH 


dA 
H,C-C-—C-C,H, HOOC-CH,-CH,.C—C:-CH, H,C-C-——-CH HC C-CH,OH 
| | | 


i} | | | | 
H,c-¢ C————O0——-C_ G.CH, H,C.C CH HC—C.C,H, 
ae a dl oF ie a 
NH NH NH CH, 
l. Il. 


Bei der Oxydation erhaélt man aus der Bilirubinsaure 
Methylathylmaleinimid (III) und Hamatinsaure (IV), 


') Unter abgeinderten Bedingungen, namlich Kochen mit Eisessig- 
jodwasserstoff durch 14—16 Stunden, dagegen ist es uns gelungen, das 
von Fischer und Bartholomiius im Hamin entdeckte Kryptopyrrol 
zu fassen. 

*) Diese Zeitschrift, Bd, 73, S. 226. 

‘) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 45, S. 1579, und Bd. 48, 
S. 1985. 
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H,C -C——C- C,H, H,C - C= C- CH, - CH, - COOH 
| | 
O=C C= O O=— C C¢ 4 O 
4 a af 
NH NH 
Il. IV. 


ein Befund, dem beide Formeln gerecht werden. 

Uns erscheint die Pilotysche Formel nicht wahrscheinlich. 
da es uns ausgeschlossen erscheint, dafi eine alkoholische 
Hydroxylgruppe der Seitenkette gegen Kisessigjodwasserstoff 
bestindig ist (vgl. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 45, S. 1580), 
auch haben wir gefunden, daf Pyrrole die durch Kohlenstoff- 
atome verkniipft sind, wie z. B. die Feistschen!) Dipyrryl- 
phenylmethane, hinfallig sind gegen Eisessigjodwasserstoff. 
Weiterhin haben wir das von A. Baeyer?) beobachtete Kon- 
densationsprodukt aus Aceton und Pyrrol, dem wohl unzweife!- 
haft folgende Konstitution zukommt 


H,C CH 
8 \ 7 3 


HC—C C —— CH 


HC ( ( ig 
oe a © 

NH ra NH 

H,C CH, 
einerseits durch Eisessigjodwasserstoff zwar nur teilweise zer- 
legt, wahrend anderseits dagegen beim Erhitzen mit Natrium- 
methylat glatt Aufspaltung unter Bildung von Tetramethy!|- 
pyrrol eintritt. 

Wir haben die Bilirubinséure auch mit Methylat erhitzt 
und haben bis jetzt kein Phyllopyrrol erhalten, sind aber auf 
einen neuen, schén krystallisierenden Kérper gestoBen, dessen 
Untersuchung noch nicht abgeschlossen ist. Wir bitten, uns 
diese ungestOrt zu tberlassen. 

Dagegen sind wir der Ansicht, da im Blutfarbstoff die 
Pyrrole durch CH,-Gruppen in a-Stellung miteinander ver- 
kniipft sind. In Gemeinschaft mit Bartholomaus hat der 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 35, S. 1647. 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 19, S. 2184. 
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eine von uns experimentelles Material fiir diese Anschauung 
gewonnen, indem es gegliickt ist, Derivate alkylierter Pyr- 
role zu erhalten, die nach ihrer Entstehung als Methylenver- 
hindungen angesehen werden miissen und bei der Reduktion 
mit Eisessigjodwasserstoff zerfallen unter Bildung eines um 
eine Methylgruppe reicheren Pyrrols. So erhielten wir aus der 
vermutlichen Methylenverbindung des Kryptopyrrols Phyllo- 
pyrrol, des Trimethylpyrrols Tetramethylpyrrol. Die ausfiihr- 
liche Mitteilung tiber diese neue Synthese alkylierter Pyrrole 
erfolgt bald. 

Natiirlich sind alle diese Versuche nicht ausreichend, um 
definitiv im Sinne der Pilotyschen oder unserer Formel zu 
entscheiden, aber jedenfalls ist das eine sicher, dai im Gegensatz 
zur Ansicht von Piloty ein prinzipieller Unterschied in der 
Bindung des Blut- und Gallenfarbstoffs bestehen muf}, und dieser 
Hauptforderung wird die Pilotysche Formel nicht gerecht. 


Fiir den mit der Materie weniger Vertrauten méchten wir noch 
hervorheben, dafs der Blutfarbstoff bei der Behandlung mit Eisessigjod- 
wasserstoff unter den Bedingungen, die das Entstehen der Bilirubinséure 
aus Bilirubin garantieren, so gut wie quantitativ') in seine Bausteine 
zerfillt, niimlich die drei Basen und die beiden Phonopyrrolcarbonsauren. 

Wir haben dann weiterhin Bilirubin nach erfolgter Re- 
duktion mit Natriumamalgam in saurer Lésung mit salpetriger 
Siure oxydiert und dabei Methylithylmaleinimid in relativ 
guter Ausbeute und daneben das Oxim der Phonopyrrolcarbon- 
siiure erhalten. Ebenso gelang es uns, aus der Mutterlauge 
der isomeren Phonopyrrolearbonsaure (isoliert als Pikrat) das 
Oxim der Phonopyrrolcarbonséure zu gewinnen. 

H,C-C-—C.- CH, - CH, - COOH H,(.- C=C. CH, - CH, - COOH 


| | | | 
HON-—-C GO bezw. 9 _¢ (CG=NOH 


~ af 
NH NH 


Bietet der Befund des Imids nichts Uberraschendes, so 
erscheint uns der des Oxims der Phonopyrrolearbonsaure von 
besonderer Bedeutung, weil hiermit die Existenz eines dritten 
Pyrrolringes im Bilirubin wahrscheinlich ist; denn die isomere 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 45, S. 1921 und 1981. 
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Phonopyrrolcarbonsiure aus Bilirubin gibt nicht das Oxim der 
Phonopyrrolcarbonséure bei der Behandlung mit salpetriger 
Siiure, sondern ein von diesem verschiedenes Oxim. Es bleibt 
aber der Einwand, dafi durch die Reduktion mit Jodwasserstofl- 
siiure die Konfiguration der Pyrrolséure geindert wide derart, 
daB jetzt nach erfolgter Reduktion zwar die isomere Phono- 
pyrrolcarbonsdure entsteht, vorher aber die Einwirkung der 
salpetrigen Siure auf die im Verband befindliche Saure so 
erfolgt, daB das Oxim der Phonopyrrolcarbonsiure entstinde. 

Auch die Bilirubinséure haben wir dem Abbau durch 
salpetrige Sdaure unterworfen und hier neben Methyliithyl- 
maleinimid ein Gemisch von Oximen erhalten, in dem sehr 
wahrscheinlich das der Phonopyrrolcarbonsiure mit einem des 
Methylathylmaleinimids vorhanden ist. Mangel an Material 
zwingt uns, diesen wichtigen Befund vorliufig nicht weiter zu 
verfolgen; wir werden jedoch die Untersuchung bald wieder 
aufnehmen. 

Was nun das Verhiltnis von Hemibilirubin und Korper II 
zu Bilirubin anlangt, so sind die experimentellen Daten noch 
nicht so eindeulig, um vOllig klar zu sehen. Die Ausbeute an 
Hemibilirubin haben wir bis auf 62°/o steigern k6Onnen; bei 
der Reduktion geben Hemibilirubin, K6érper II und Bilirubin die 
gleichen Spaltprodukte. Bei der Oxydation verhalten sich 
Korper II und Hemibilirubin gleich, wahrend beim Bilirubin das 
Methylaéthylmaleinimid fehlt. An dessen Stelle tritt bei der 
Oxydation mit salpetriger Siiure eine andere Substanz in be- 
trachtlicher Menge auf, die jedoch sicher kein Methylathyl- 
maleinimid ist. 

So sprechen eigentlich alle Befunde dafiir, daf das Hemi- 
bilirubin ein einfaches Reduktionsprodukt des Bilirubins ist, 
und dem Bilirubin dann auch das Molekulargewicht 600 zu- 
kiime. Leider ist die direkte Bestimmung des Molekulargewichts 
des Bilirubins noch nicht gegliickt und die analytische Zu- 
sammensetzung des Hemibilirubins pabt auf C,,, die des Bili- 
rubins auf C,,. Allerdings kénnen wir einige Bedenken gegen 
die Reinheit des Bilirubins nicht unterdriicken. Es wire denkbar, 
da durch die lange Behandlung mit Chloroform letzteres partiell 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXII. 26 








396 Hans Fischer und Heinrich Rése, 


eintritt ins Molekiil unter Erweiterung des Pyrrolringes, eine 
Reaktion, die ja bei den Pyrrolen sehr wohl bekannt ist.?) 

Kiister hat zwar Bilirubin direkt mit Dimethylanilin aus 
zweckentsprechend vorbehandelten Gallensteinen ausgezogen 
und analysiert, aber bei dem hohen Siedepunkt des Lésungs- 
mittels, der schwierigen Entfernbarkeit des Dimethylanilins und 
der leichten Oxydierbarkeit des Bilirubins sind sekundére Ver- 
iinderungen denkbar. Endlich ist zu bedenken, dafB die ana- 
lytischen Differenzen zwischen C,, und C,, keine sehr grofen 
sind. Wir haben deshalb auf weitere Analysen verzichtet, weil 
wir glauben, daf diese Fragen schneller und sicherer durch 
das weitere Studium des chemischen Abbaues geférdert werden. 

Um jeden Zweifel an der Verschiedenheit des Hemibili- 
rubins und der Bilirubinséure, die vielleicht dem einen oder 
anderen?) bei der Lektiire der Piloty-Thannhauserschen 
Arbeit (1. ec.) aufkommen k6énnten, entgegen zu treten, haben 
wir die Molekulargewichtsbestimmung des Hemibilirubins wieder- 
holt und die alten Bestimmungen bestiatigt gefunden. Weiterhin 
wurde nach unserer Methode aus dem mit Natriumamalgam 
reduzierten Bilirubin, nach Auskuppelung des Hemibilirubins, 
Bilirubinséure zu isolieren versucht, aber ohne Erfolg. Ferner 
gab der Mischschmelzpunkt von Hemibilirubin und Bilirubin- 
siure eine Depression. 

Bei dem grofen Schmelzpunktsunterschied zwischen der 
krystallisierten, nicht aciden und der nicht krystallisierten, 
aciden Form des Hemibilirubins wire es denkbar, daf letztere 
bedingt sei durch Beimengung einer Pyrrolséure, auf die wir 
allerdings schon friiher ohne Erfolg gefahndet haben. Um nun 
zu sehen, ob ein Gemisch von Hemibilirubin und einer Pyrrol- 
siure trennbar sei, haben wir es mit Phonopyrrolcarbonséure 
gemischt und beide mittels der «Bicarbonatmethode» glatt 
trennen kénnen; gleichzeitig ein schénes Beispiel fiir den 


‘) Vgl. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 15, S. 1172; Bd. 18, S. 721. 

2) So z. B. schreibt der Referent des Zentralblattes f. d. ges. i. Med., 
Bd. 3, S. 182, im Referat iiber die Pilotysche Arbeit: «Die Bilinséiure 
scheint mit dem von Fischer und Meyer beschriebenen Hemibilirvbin 
nicht identisch zu sein.» 
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Aciditaétsunterschied zwischen Hemibilirubin und der genannten 
Pyrrolsaure. 

Zum Schlu8 mochten wir noch ganz kurz eine interessante 
Beobachtung erwaihnen, die zwar direkt mit Bilirubin nichts 
zu tun hat. Beim Arbeiten mit der Phonopyrrolcarbonsiure 
fiel uns die Dunkelfarbung auf, die die Fingerhaut kurz nach 
dem Benetzen mit dieser Saure annimmt. Diese Erscheinung 
brachte uns auf den Gedanken, ob nicht die beim Schilen 
der Niisse entstehende Braunfiairbung der Hiinde eine ihnliche 
Ursache hat, und wir konstatierten, daf nicht nur das alko- 
holische Extrakt der Niisse, sondern auch das unreifer Kastanien, 
Birnenkerne und anderer Pflanzenprodukte eine intensive Re- 
aktion mit Dimethylamidobenzaldehyd (Pyrrolreaktion) mit dem 
typischen Spektrum gibt. Es scheint, als ob auch hier die Farb- 
stoffe, vielleicht auch das Chlorophyll selbst, ahnlich wie das 
Urobilin aus Hemibilirubin, sekundar erst aus der «Pyrrolleuko- 
base» entstehen. 


Reduktion von Bilirubin mit Eisessig-Jodwasserstoff. 
a) Isolierung von Bilirubinsaure. 


5 g Bilirubin werden mit 100 ccm Eisessig und 50 ccm 
Jodwasserstoffsiure (spez. Gew. 1,96) tibergossen und im 
siedenden Wasserbade unter haufigem Umschiitteln etwa eine 
Stunde erhitzt. Nach dieser Zeit wird das freigewordene Jod 
mit ca.3—4g Jodphosphonium reduziert. Der Kisessig-Jodwasser- 
stoff wird im Vakuum im siedenden Wasserbade abdestilliert. (Das 
Destillat kann von neuem zur Reduktion dienen.) Man versetzt den 
Rickstand mit wenig Wasser. Unter Umschwenken geht er lang- 
sam in Lésung. Unter weiterem Schiitteln fiigt man dann mehr 
Wasser zu, bis auf weiteren Zusatz keine Fallung mehr ent- 
steht. Von dem zusammengeballten schmierigen Korper giebt 
man ab und gibt zu der Losung solange Natronlauge tropfen- 
weise zu, bis die Kongoreaktion eben noch angedeutet ist. 
Dann wird 6mal ausgeithert. 

Die eben erwihnten Schmieren lést man in Sodalésung 
auf und séuert diese mit Schwefelsiure an. Nach der Filtration 
wird auch diese Lésung einige Male ausgeithert. Die ver- 


26* 
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einigten Atherausziige werden dann mit 0,8 g Diazobenzolsulfo- 
siiure gelést in 100 ccm Wasser ausgeschiittelt. Alsdann ist die 
Aldehydreaktion verschwunden, widrigenfalls gibt man mehr 
Diazobenzolsulfosaure zu. Man dampft nun schnell im Vakuum 
ein. Der Riickstand krystallisiert manchmal sofort, wenn nicht, 
so gibt man wenig Ather zu, worin er sich auflést; nach kurzer 
Zeit krystallisiert dann die Bilirubinséure in feinen hellgelben 
Blittchen aus. Die Ausbeute betraigt etwa 0,95 g. 


b) Gleichzeitige Isolierung von Bilirubinséure und 
isomerer Phonopyrrolcarbonsaure. 


Auf die obige Weise werden 5 g Bilirubin mit 100 ecm 
Kisessig und 50 ccm Jodwasserstoffsiure reduziert und das 
ausgeschiedene Jod mit Jodphosphonium entfernt. 

Sodann verdiinnt man mit dem doppelten Volumen Wasser, 
neutralisiert unter Kiihlung solange mit konzentrierter Natron- 
lauge, bis die Fliissigkeit eben noch auf Kongopapier unter 
schwiirzlicher Verfirbung einwirkt, und iithert 6—7mal aus. 
Der Atherextrakt wird 9—10mal mit je 10 cem 10°/oiger 
Schwefelsiiure ausgeschittelt, einmal mit Wasser gewaschen 
und mit Diazobenzolsulfosiure (0,35 g) ausgekuppelt. Nach 
dem Eindampfen wird der Riickstand mit Chloroform aufge- 
nommen und die Lésung mit Petrolather verdiinnt. Es kry- 
stallisieren 0,9 g Bilirubinsiure vom Schmelzpunkt 178° aus. 

Die schwefelsaure L6sung wird mit Soda bis zur schwach 
sauren Reaktion gegen Kongopapier abgestumpft, 6mal aus- 
geiithert, der Ather im Vakuum eingedunstet und der Riick- 
stand mit 0,7 g Pikrinsiiure in 5 cem Alkohol versetzt. Beim 
Stehen in Kis scheiden sich 0,3 g Pikrat der isomeren Phono- 
pyrrolearbonsiiure aus. Der Schmelzpunkt der aus Alkohol um- 
krystallisierten Substanz liegt bei 153°, der Mischschmelzpunkt 
mit Phonopyrrolearbonsiiurepikrat bei 145°, also eine Depression 
von 8°. Die Analysen und sonstigen Daten finden sich in den 
Berichten der Chemischen Gesellschaft, Bd. 45, 5. 1985, ebenso 
die der Bilirubinséure (Seite 1580). 

Aus der Pikratmutterlauge lassen sich durch Zerlegen mit 
25°/yiger Salzsiure nur Spuren von Bilirubinséure gewinnen. 
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Aus Hemibilirubin entsteht auf dieselbe Weise Bilirubin- 
siiure und die isomere Phonopyrrolearbonsaure, welche als 
Pikrat gefaBt und nach dem Trocknen iiber Phosphorpentoxyd 
im Vakuum analysiert wurde. 

0,0920 g Substanz gaben 12,0 ccm N bei 18° u. 717 mm Hg. 
C,;H,;,0.N,  Berechnet: 14,14. Gefunden: 14,25. 


Reduktion von Korper II. 


5 g Korper II wurden mit Eisessig-Jodwasserstoffsaiure im 
siedenden Wasserbade 11/4 Stunde erhitzt, das ausgeschiedene 
Jod mit Jodphosphonium reduziert und das Séuregemisch im 
Vakuum bei ca. 100° abdestilliert. Der Riickstand wurde in 
Soda aufgenommen und die Lisung mit Schwefelsiure ange- 
siiuert. Von der ausgeschiedenen Schmiere wurde abgegossen 
und die Fliissigkeit 6mal mit Ather ausgeschiittelt. Nach dem 
Abdestillieren desselben versetzte man den Riickstand mit 0,7 g 
Pikrinséure in 5 ccm Alkohol. Beim Reiben und Stehenlassen 
in Eis schieden sich 0,2 g Pikrat aus, das aus 2 ccm Alkohol 
umkrystallisiert wurde. Schmelzpunkt 148—149°. Der Misch- 
schmelzpunkt mit dem Pikrat aus Bilirubin war derselbe. 
0,0965 g Substanz gaben 12,7 ccm N bei 20° u. 722 mm Hg. 

C,,H,.O,.N, Berechnet: 14,14. Gefunden: 14,34. 

Die Mutterlauge vom Pikrat wird mit Ather verdiinnt, 
durch zweimaliges Ausschiitteln mit Wasser der Alkohol ent- 
fernt, und mit 50°/oiger Schwefelsiure 3mal geschiittelt. Die 
schwefelsaure LoOsung wird nach dem Verdiinnen mit dem 
11/2fachen Volumen Wasser mit Nitrit oxydiert und ausge- 
‘ithert. Nach dem Verdunsten des Athers hinterbleibt eine 
krystallinische Masse in einem Sirup eingebettet. Durch Be- 
handlung mit Ather gelingt es leicht, den Sirup zu entfernen, 
der in der tiblichen Weise durch Behandlung mit Soda usw. 
auf Methylithylmaleinimid verarbeitet wurde. Ausbeute an 
reinem krystallisierten Material 0,05 g. Die oben erwiihnte 
Krystallisation glich in ihrem ganzen Habitus und Eigenschaften 
dem Oxim der Phonopyrrolearbonsaure. Nach einmaligem Um- 
krystallisieren aus Wasser wurde der Schmelzpunkt 238—239 ° 
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erreicht; der Mischschmelzpunkt mit reinem Phonopyrrolearbon- 
siiureoxim gab keine Depression (237°). 


Reduktion des Baeyerschen Acetonpyrrols. 


1 g des nach Baeyer') hergestellten Produktes aus Aceton 
und Pyrrol wurde mit 20 ccm Eisessig und 10 ccm Jodwasser- 
stoffsdure 11/4 Stunde im siedenden Wasserbade erhitzt, und das 
ausgeschiedene Jod mit Jodphosphonium reduziert. Nach dem 
Verdiinnen mit Wasser wurde sodaalkalisch gemacht und mit 
Wasserdampf destilliert. Es ging in geringer Menge ein nach 
Pyrrol riechendes Ol iiber, das nicht weiter untersucht wurde. 


Tetramethylpyrrol aus dem Baeyerschen Acetonprodukt. 


In 20 ccm Methylalkohol (Kahlbaum) wurden 1,4 g 
Natrium geldst, zu dieser Lésung 1 g Acetonpyrrol gegeben 
und im zugeschmolzenen Rohr auf 220—230° erhitzt. Der 
Inhalt von vier solchen Rohren wurde in einen Kolben ge- 
spiilt und der Destillation mit Dampf unterworfen. Schon im 
Kihler krystallisiert das Tetramethylpyrrol in farblosen Blitt- 
chen aus. Das Destillat wurde kurze Zeit mit Eis gekihlt und 
die ausgeschiedenen Krystalle abgesaugt (noch feucht 1 g). Sie 
werden mit einer LOsung von 1 g Pikrinséure in 20 ccm 
feuchtem Ather versetzt und kriftig umgeschiittelt. Sofort 
schieden sich hellgelbe Niadelchen des Pikrates aus, die aus 
siedendem Alkohol umkrystallisiert wurden. Schmelzpunkt 130°. 
Die Ausbeute betrug 1,6 g. Die Aldehydreaktion war negativ, 
kein Azofarbstoff. Die Substanz wurde im Vakuum tiber Phos- 


phorpentoxyd getrocknet. 


0,2057 g Substanz gaben 31,2 ccm N bei 22° u. 712 mm Hg. 
C,4H,,O,N, Berechnet: 15,91 Gefunden: 16,16. © 


Der Versuch, durch Behandeln von Pyrrol mit Methylat 
ebenfalls zum Tetramethylpyrrol zu gelangen, schlug fehl, selbst 
beim Steigern der Temperatur auf 240°. Der Rohreninhalt 
roch schwach nach Ammoniak. 


ie. 
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Reduktion des Kondensationsproduktes aus Benzaldehyd und 
2,4- Dimethylpyrrol-3-carbonsaureathylester. ') 


3d g des KOrpers wurden mit 100 cem Eisessig und 50 cem 
Jodwasserstoffsiure 1!/4 Stunde im siedenden Wasserbade er- 
hitzt und das Jod mit Jodphosphonium reduziert. Nach dem 
Verdiinnen mit Wasser wurde sodaalkalisch gemacht und mit 
Dampf destilliert. Es ging ein die Aldehydreaktion gebendes 
Ol iiber, das mit Ather aufgenommen wurde. Die Atherlésung 
wurde mit 40 ccm feuchtitherischer Pikrinsiiure im Vakuum 
eingedampft. Der krystallisierte Riickstand wurde in 20 cem 
heiBem Alkohol gelést und filtriert. Beim Stehen in Eis schied 
sich das Pikrat von 2,4-Dimethylpyrrol aus, das den richtigen 
Schmelzpunkt 90 —91° zeigte. Zur Analyse wurde im Vakuum 
liber P,O, bei gewOhnlicher Temperatur getrocknet. 
0,1992 g Substanz gaben 31,6 ccm N bei 19° u. 723 mm Hg. 

C,.H,,O,N, | Berechnet: 17,29. Gefunden: 17,40. 


Oxydation des mit Amalgam reduzierten Bilirubins. 


Bilirubin wurde in alkalischer Lésung mit Natriumamalgam 
reduziert und die Lisung in konzentrierte Salzséure gegossen. 
Hierbei trat vollstandige Lésung ein, wiéhrend bei Anwendung 
von 50°/oiger Schwefelsiiure sich das Reaktionsprodukt aus- 
schied. Die salzsaure LOsung wurde dann mit Nitrit oxydiert. 

5 g Bilirubin werden mit 40 ccm "/10-Natronlauge und 
20 ccm Wasser tiichtig durchmischt und dann mit 70 g 3°/oigem 
Natriumamalgam 1 Stunde, zu Anfang unter Kiihlung, spater 
bei gewohnlicher Temperatur, geschiittelt. Die fast wasserhelle 
Losung laBt man in die doppelte Menge konzentrierter Salz- 
saure einlaufen, worin sie sich glatt auflést, nur Kochsalz 
scheidet sich ab. Bei ca. 50° gibt man nun langsam Nitrit 
zu. Die Fliissigkeit fairbt sich dabei zunachst dunkel, hellt sich 
aber beim weiteren Zusatz von Nitrit wieder auf. Die Oxydation 
ist beendigt, wenn sich die Farbe nicht mehr dndert. Die so 
oxydierten Lisungen werden zusammen 6mal mit Ather aus- 
geschiittelt. Die dtherische Lésung zieht man 3mal mit Soda 


') Feist, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 35, S. 1647. 











402 Hans Fischer und Heinrich Rése, 


aus. Beim Verdunsten des Athers hinterbleibt ein Ol, das bald 
erstarrt. Ausbeute 0,9 g. Die Krystalle sind noch von einer 
Schmiere begleitet. Um sie hiervon zu reinigen, wurden sie 
der Destillation im Vakuum unterworfen. Bei 150° Badtem- 
peratur ging ein farbloses Ol iiber, das in der Vorlage zu rein 
weifien Krystallen erstarrte. Aus Wasser und wenig Alkohol 
wurden farblose Nadeln erhalten, die in all ihren Eigenschaften 
mit Methylaéthylmaleinimid iibereinstimmten. Schmelzpunkt 67 
bis 68°, 

0,1674 g Substanz gaben 15,4 ccm N bei 18° u. 719 mm Hg. 

C,H,O,N —_Berechnet: 10,07. Gefunden: 10,08. 


Die oben erhaltene Sodalésung wurde angesduert und 
mit Ather ausgeschiittelt. Beim Verdunsten desselben hinter- 
blieb ein Riickstand, der teilweise in zu Kugeln vereinigten 
Gebilden krystallisierte. Der nebenher ausgeschiedene Sirup 
war in Ather ldslich und lieB sich so von den Krystallen trennen. 

Die schon ausgeitherte salzsaure Oxydationsmutterlauge 
wurde iiber Nacht nochmals im Extraktionsapparat mit Ather 
ausgezogen. Nach dem Verdunsten des letzteren konnte noch 
eine kleine Menge der Krystalle erhalten werden, die mit den 
andern vereinigt wurden. Die Gesamtausbeute betrug etwa 0,1 g. 
Der Versuch wurde noch 2 mal mit dem gleichen Resultat 
wiederholt. Aus Wasser umkrystallisiert schmolz die Substanz 
bei 235°. Der Mischschmelzpunkt mit dem Oxim aus der Phono- 
pyrrolcarbonséure (Sm. 247°) lag bei 240°. Mit dem aus der 
isomeren Phonopyrrolearbonsiure bei 207—208°. 

Ks lag also das Oxim der Phonopyrrolcarbonsaure vor. 
00,1240 ¢ Substanz gaben 15,7 ccm N bei 17° u. 719 mm Hg. 
C,H,,.O,N, Ber.: 14,14. Gef.: 13,92. 

Der vorher erwiahnte Sirup, der die Hauptmenge der 
eaktionsprodukte ausmachte, konnte bisher noch nicht unter- 
sucht werden, da er sehr langsam krystallisierte. 


Oxydation von Hemibilirubin mit Nitrit. 


Die Oxydation von Hemibilirubin wurde in ahnlicher Weise 
ausgefiihrt. Auch hierbei konnten wir das Oxim der Phono- 
pyrrolearbonsaure fassen. 
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Oxydation von Bilirubin mit Nitrit. 


Bilirubin wurde in &hnlicher Weise zu oxydieren ver- 
sucht; dabei trat das von der Gmelinschen Farbenreaktion 
her bekannte Farbenspiel in schéner Weise auf unter schlieb- 
licher Abscheidung eines violetten Niederschlags. Von diesem 
wurde abgesaugt und das Filtrat in der oben beschriebenen 
Weise verarbeitet. Es scheint auch hier das Oxim der Phono- 
pyrrolearbonsdure aufzutreten, die Ausbeute war jedoch so 
gering, daf wir uns nicht entschliefen konnten, grdfere Mengen 
des kostbaren Materials zu opfern. Die «Imidfraktion» war 
relativ betrachtlich, doch konnte trotz vieler Miihe das so leicht 
erkennbare Methylithylmaleinimid nicht aufgefunden werden. 


Oxydation von Bilirubinsaure mit Nitrit. 


1 g Bilirubinséure wurde in 20 ccm 50°/oiger Schwefel- 
sdure gelést. Hierbei tritt zum Unterschiede vom Hemibilirubin 
glatte Lésung ein. Man verdiinnt mit 30 ccm Wasser und 
oxydiert bei 50° mit Natriumnitrit. Von einer Spur Ausflockung 
wird abfiltriert, das Filtrat ausgeiithert und der Ather zweimal 
mit 10°/oiger Bicarbonatlésung ausgeschiittelt. Der Ather 
hinterlaBt beim Abdunsten ein Ol, das bald zu Krystallen von 
Methylathylmaleinimid erstarrt (0,1 g). 

Die Bicarbonatlésung wird angesduert und mit Ather 
ausgeschiittelt. Der Riickstand krystallisiert in kugeligen Ge- 
bilden. Er wird mit Ather ausgewaschen, wodurch ein dick- 
fliissiger Sirup (wahrscheinlich Hamatinsaure) heraus gelést wird. 
Die Krystalle (0,05 g) schmelzen bei 200°, aus Wasser um- 
krystallisiert liegt ihr Schmelzpunkt bei 208—209°. Der Misch- 
schmelzpunkt mit dem Oxim aus Phonopyrrolcarbonsaure liegt bei 
218—219°, der mit dem aus der isomeren Siéure bei 205—206°. 

Wahrscheinlich liegt ein Gemisch eines Oxims des Methyl- 
aithylmaleinimids und, wenigstens der Krystallform nach, des 
Oxims der Phonopyrrolcarbonséure vor. 

Die urspriingliche schwefelsaure Mutterlauge dunkelt beim 
Stehen allmahlich nach und zeigt neben starker Fluorescenz 
den Urobilinstreifen; beim Alkalisieren erscheint ein recht 
charakteristischer Streifen in Rot in ahnlicher Lage, wie ihn 
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die zersetzte Bilirubinséure und auch das friiher beschriebene 
Kupfersalz vom Hemibilirubin zeigt. Es erscheint nicht aus- 
geschlossen, daf} auch die Violettfarbung des letzteren und da- 
mit auch der spektroskopische Befund erst einer sekundiren 
(rapid einsetzenden) Oxydation seine Entstehung verdankt. 


Oxydation von Phyllopyrrol mit Bleisuperoxyd. 


1 g Phyllopyrrol wird in 20 ccm 50°/oiger Schwefel- 
siure gelést, mit 30 ccm Wasser verdiinnt und bei 50° unter 
Riihren innerhalb 1/2 Stunde 20 g Bleisuperoxyd eingetragen. 
Man aft bis zum andern Morgen bei der angegebenen Tem- 
peratur weiter riihren, iithert dann sauer aus und dampft den 
Ather im Vakuum ab. Der Riickstand wird mit Soda aufge- 
nommen und ausgeiithert. Der Ather hinterlie& 0,05 g Methyl- 
iithylmaleinimid. Aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert 
schmilzt es bei 68°. 

Siuert man die Sodal6sung an und ithert aus, so erhilt 
man nach dem Abdunsten eine geringe Menge eines Oligen 
Riickstandes. 


Zur Darstellung des Hemibilirubins. 


Das Hemibilirubin wurde gewonnen nach der schon friiher 
beschriebenen Vorschrift. Zur Trennung der aciden und nicht 
aciden Form ist es zweckentsprechend, keinen allzu grofen 
Uberschu8 von Bicarbonat zu verwenden, da sonst selbstver- 
standlich auch die nicht acide Form mit gelést wird (vgl. diese 
Zeitschrift, Bd. 75, S. 343—345). Aber immerhin kann man 
einen ziemlichen Uberschu8 von Bicarbonat anwenden, z. B. 
die gleiche Gewichtsmenge Bicarbonat wie Ausgangsmaterial. 
Der Schmelzpunkt wurde jetzt zu 197° gefunden (friiher 193°). 
Der Mischschmelzpunkt mit Bilirubinséure (FP. 187°) ergab 


174—175°. 


Molekulargewichtsbestimmung von Hemibilirubin. 


0,4869 g Substanz ergaben in 8,16 g Alkohol (abs.) eine 


Siedepunkterhéhung von 0,11°. 
Ber. fiir: C,,H,,N,O, Mol.-Gew.: 592 = Gef.: 623. 
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Versuche, bei der Natriumamalgamreduktion des Bilirubins 
Phonopyrrolcarbonsaure zu isolieren. 

1 g Bilirubin wurde in der schon oft beschriebenen Weise 
reduziert und die vom Quecksilber getrennte Fliissigkeit in 
25 ecm 50°/oige Schwefelséiure gegossen. Aus dem Filtrat 
gelang es nicht, Phonopyrrolearbonséiure zu gewinnen. Der 
Niederschlag wurde auf Hemibilirubin verarbeitet und dieses 
auch erhalten. Jedoch bietet dieses Verfahren keinerlei Vorteil 
vor dem friiher beschriebenen. 

Um jedoch zu sehen, ob es tiberhaupt mdglich wiire, 
Hemibilirubin und Phonopyrrolcarbonsaéure von einander zu 
trennen, wurden gleiche Mengen in Chloroform gelést. Durch 
Bicarbonat gelang es glatt, den gréften Teil der Phonopyrrol- 
carbonsdure abzutrennen, die als Pikrat in der tiblichen Weise 
wieder gewonnen wurde. Das Hemibilirubin blieb zunéchst als 
Sirup zuriick, krystallisierte jedoch beim Ubergiefen mit Ather 
fast momentan. 

Um endlich festzustellen, ob etwa bei der Amalgamre- 
duktion Bilirubinsaéure entstiinde, wurde die nach Entfernung 
von Korper II erhaltene Chloroformlésung mit Diazobenzol- 
sulfosiure ausgekuppelt. Nach dem Verdunsten des Lésungs- 
mittels hinterblieb eine sehr geringe Menge eines 6ligen Riick- 
standes, der nicht zur Krystallisation gebracht werden konnte, 
auch nicht nach Impfen mit Bilirubinsaure. 








Uber das funktionelle Verhalten eines Darmsegmentes nach 
einer langen Periode funktioneller Untatigkeit. 
Von 
Dr. Paolo Mariconda (Rom). 


Aus dem physiologischen Institute der Universitat Amsterdam. 
Direktor: Prof. Dr. G. van Rynberk.) 


Der Redaktion zugegangen am 5. November 1912.) 


In der vorliegenden Mitteilung berichte ich tiber die Er- 
gebnisse einiger Untersuchungen, die ich wéhrend eines kurzen 
Aufenthalts im physiologischen Institute zu Amsterdam ausge- 
fiihrt habe. Sie betreffen die verschiedenen Funktionstiitigkeiten 
einer Vellaschen Darmfistel. Obgleich diese Untersuchungen 
eigentlich weiter ausgedehnt werden sollten, und was ich hier 
mitteile nur ein Teil ist von dem, was ich zu eruieren die Ab- 
sicht hatte, halte ich mich doch fiir berechtigt, schon zu ver- 
Offentlichen, was ich bei meiner verfriihten Abreise gefunden 
hatte, weil die erreichten Resultate sehr klar und eindeutig 
waren und an und fiir sich nicht uninteressant sind. 

Das Tier, an welchem diese Untersuchungen angestellt 
wurden, war ein kleiner Hund von 6 kg, bei dem im vorigen 
Jahre eine Vellasche Darmfistel angelegt worden war, die 
aber wihrend dieser ganzen Zeit nie zu irgendwelchen Unter- 
suchungen gedient hatte, so dafi die Fistel withrend fast eines 
Jahres in funktioneller Ruhe gewesen war. Dieser Umstand 
verdiente eine besondere Beriicksichtigung, weil er es uns er- 
moglichte, einige Beitriige zur Kenntnis der Beziehungen zwischen 
Darmfunktion und Darmreizen zu liefern. Das Studium der 
eventuellen Modifikationen, welche die funktionelle Untatigkeit 
in der Quantitiit und Qualitiit der Absonderungen herbeifihrt, 
ist noch von keinem Forscher, meines Wissens nach, syste- 
matisch durchgefiihrt worden. Und doch verdiente dieser Gegen- 
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stand insofern Beriicksichtigung, als die von zahlreichen Autoren 
gemachten histologischen Untersuchungen mehr oder minder 
tiefgehende (tiefgehende und rasche namentlich beziiglich der 
Muskelhiiute) Veriinderungen der verschiedenen das Darmrohr 
zusammensetzenden Gewebe nachgewiesen haben. 

AuBerdem erschien in diesem Augenblick das Studium 
der Darmsekretion eines wihrend so langer Zeit von jedem 
lokalen Reize ferngehaltenen Segmentes um so interessanter, 
weil es zur Lésung eines Problems beitragen kénnte, das 
gegenwartig von vielen Forschern behandelt wird. Die Frage 
niimlich, ob die Reize, die die Darmfunktion in Wirkung bringen, 
auf der Blutbahn dorhin gelangen, wie die Hormonlehre an- 
nimmt, oder aus dem Kontakte des Darminhaltes sich ergeben. 
Nach der Hormonlehre sollen bekanntlich bei der Digestion 
in einem beliebigen Darmtraktus sich Stoffe bilden, die resor- 
biert werden und, ins Blut aufgenommen, als «Sekretin» die 
ganze Darmschleimhaut von innen aus reizen. Dies findet nun 
offenbar auch statt, wenn ein Segment, wie im Falle meiner 
Vellaschen Fistel, dem direkten Kontakte der Nahrungsmittel 
entzogen wird. In diesem Sinne konnte also mein Fall inter- 
essante Ergebnisse geben, denn wenn die Sekretion und ihre 
enzymatischen Tiitigkeiten vollkommen erhalten oder wenig 
verindert angetroffen waren, so hitte dies ein Argument zu- 
gunsten der Hormonlehre dargestellt: die inneren Reize, das 
bei jeder Digestion sich bildende Sekretin hiitte dann die 
Funktion des isolierten Darmtraktus unterhalten. Im entgegen- 
gesetzten Falle dagegen hiitten wir ein neues Argument gegen 
diese Lehre gefunden. 

Foa?) hat zufallig beobachtet, daB das Sekret der Vella- 
schen Fistel eines Hundes nach 5 oder 6 Monaten seinen 
Gehalt an Enterokinase vollstiéndig verliert, das Erepsin aber 
zum Teil beibehalt. Lombroso?) und Amantea haben nach- 
gewiesen, dali nach einem und anderthalb Jahren das Erepsin 
einer Vellaschen Schlinge, die fortwahrenden experimentellen 
Kingriffen (Einfiihrung verschiedener Lésungen in die Schlinge) 

4) G, Foa, Archivio di Fisiologia, Vol. 4, Firenze, 1907. 
?) U. Lombroso, Archivio di Fisiologia, Vol. 5, Firenze, 1912 
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unterzogen wurde, ihre ereptische Funktionstatigkeit nahezu 
unverdndert beibehalt. 

Schon aus diesen Kesultaten war zu folgern, das zur 
Erhaltung der Enzymtitigkeiten die Reize, welche bei direktem 
Kontakt mit der Darmschleimhaut stattfindet, von hervorragen- 
der Bedeutung sein mubften. 

Ich habe nun von den funktionellen Manifestationen eines 
solchen Darmsegmentes die Sekretionsfahigkeit, die enzyma- 
tischen Eigenschaften des Sekretes und die Absorptionsfihigkeit 


untersucht. 


A. Die Sekretionsfahigkeit des Darmsegmentes 
und die enzymatischen Eigenschaften des Sekretes. 


Was die enzymatischen Eigenschaften des Sekretes an- 
belangt, untersuchte ich das Sekret auf Lipase, Amylase, Inver- 
tase und Ereptase. Mit der Enterokinase habe ich mich weiter 
nicht beschiftigt, weil mir kein reiner Pankreassaft zur Ver- 
fiigung stand; tibrigens ist auch ihr Vorhandensein durch 
neuere Untersuchungen in Zweifel gezogen worden und um 
so mehr ihre Bedeutung, weshalb mir dieses Studium kein 
grobes Interesse mehr darbot. 

Uber die zahlreichen angestellten Untersuchungen bringe 
ich nur zwei Protokolle fiir jeden Versuch, da immer iiberein- 
stimmende RKesultate erhalten wurden. 

Die Lipase wurde gemessen, indem — nach vorhergehender 
Neutralisation mit Natronhydrat — die Aciditét gemessen wurde, 
welche nach Einwirkung von 1 ccm Sekret auf 2 ccm Siib- 
mandelol entwickelt wurde. 

Die Amylase und die Invertase wurden gemessen, indem 
ich das Reduktionsvermégen (Bertrand) von 1 g Substanz 
(die Starke in 30 cem und den Rohrzucker in 5 ccm gelost) 
feststellte, welcher nach EKinwirkung von 1 ccm des Sekretes 
auftrat. 

Die Ereptase wurde durch quantitative Feststellung der 
Aminosiuren gefunden, indem der Aminoséurestickstoff nach 
der SOrensen-Methode bestimmt wurde, welche in 1 g Pepton 
(gelést in 5 ccm Wasser) durch 1 ccm Sekret freigemacht war. 
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Experimente. 


1. In die Vellasche Schlinge wurden 10 ccm einer stark 
hypertonischen 3°/oigen NaCl-Losung eingefiihrt. Ich lieB die- 
selbe 6 Minuten in der Schlinge und fing dann 20 Minuten lang 
die Fliissigkeit auf, die spontan ausgeschieden wurde. Wiihrend 
dieser ganzen Zeit wurden nur 8,5 ccm serodser Fliissigkeit 
aufgefangen. 

Es wurden je 2 Proben mit Mandelél, Rohrzucker, Stiirke 
und Pepton angestellt, fiir jede Probe diente 1 ccm Sekret. 

















l 
Nach 6 Stunden | Nach 24 Stunden 





Probe fiir die Lipase . . 0,5ecm NaOH '/1o-norm, 0,5ccm NaOH '/:0-norm. 


> >» » Amylase . 0,011 g Glykose | 0,020 g Glykose 
> >» » Invertase . 0,035 » . | 0,968 » > 
> >» » Ereptase . 6 ccm NaOH '/10-norm. 12,8ccm NaOH '/:0-norm. 


2. In die Vellasche Schlinge wurden 15 ccm einer 
3°/oigen NaCl-Lisung eingeftihrt. Ich lieB sie 10 Minuten in 
der Schlinge und fing 25 Minuten lang die spontan ausge- 
schiedene Fliissigkeit auf. Im ganzen wurden 9 ccm serdéser 
Fliissigkeit aufgefangen. Mit 5 ccm wurden 8 Proben auf die 
Lipase gemacht. 











Nach 6 Stunden | Nach 24 Stunden 
Probe fiir die Lipase . . 0,4cem NaOH '/1o-norm. | 0,5cem NaOH 4/10-norm. 
> > » Amylase . (0,016 g Glykose | 0,024 g Glykose 
» » Invertase . |0,050 » > | 0,086 » > 
> » » Ereptase . |7 ccm NaOH '/1o-norm. 14,3ccm NaOH '/1o-norm. 


Aus diesen Ergebnissen folgt: 


1. Daf die Sekretionsfihigkeit des Darmsegmentes stark 
vermindert ist. Aus den Beobachtungen zahlreicher Autoren 
(v. Frey, Albertoni, Hédon u. a.) weifi man, dab durch 
Kinfiihrung von hypertonischen Salz- und Zuckerlésungen in 
die Darmschlinge eine reichliche Sekretion verursacht wird. 
In unserem Falle bleibt es jedoch zweifelhaft, ob man wirk- 
lich von einer wahren und eigentlichen Sekretion sprechen 
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kann, da die entnommene Fliissigkeit stets geringer war als 
die eingefiihrte und deshalb durch den nicht absorbierten An- 
teil dargestellt sein konnte. 

2. Dab der Gehalt an Enzym gleichfalls vermindert zu 
sein scheint, aber nicht auf homogene Weise. Ich sage 
«scheint», ohne eine bestimmte Versicherung zu wagen. Und 
dies aus dem oben angefiihrten Grunde, weil es sich vielleicht 
nicht um wahres Sekret, sondern vielmehr um wieder aus- 
geschiedene Fliissigkeit handelt, die nur zum Teil aus wahrem 
Sekret besteht. Indessen beweist uns der Umstand, daf einige 
Knzyme, obwohl sie stark vermindert sind (die Ereptase und 
Invertase), es nicht so sehr sind, wie die anderen (die Amylase), 
dafs es sich um eine wirkliche Abnahme der Aktivitaét handelt. 
Die Untersuchungen, iiber die ich spater berichten werde, be- 
weisen uns auf indirektem Wege, dafi auch die Invertase stark 
vermindert ist. Die Gesamtheit dieser Resultate ist meines 
Krachtens in schroffem Widerspruch mit der Lehre, welche 
die sekretorische Darmfunktion als abhingig betrachtet von 
chemischen Reizen, die auf der Blutbahn dorthin gelangen. 


B. Die Resorptionsfihigkeit des isolierten Darm- 
segmentes. 


Auber den Untersuchungen, die ich hier berichte, habe 
ich noch andere zu dem Zweck unternommen, zu bestimmen, 
wie sich eine andere sehr wichtige Funktion des Darmrohres 
verhiilt, niimlich seine Resorptionsfahigkeit. Daf die beiden 
Funktionen, Sekretion und Resorption, nicht parallel zu ver- 
laufen und parallel geschidigt zu sein brauchen, kann a priori 
hehauptet werden, ist immerhin nicht sicher. 

Um die Resorptionsfihigkeit zu bestimmen, verfuhr ich 
auf folgende Weise: Ein bestimmtes Quantum 25°/oigen Rohr- 
zuckers (meist 20—25 ccm) wurde vermittelst eines Katheters 
in die Schlinge eingefiihrt und durch Kompression mit den 
Fingern auf die beiden Ausmiindungen der Schlinge 30 Minuten 
lang darin gehalten. Die spontan herauskommende Flissigkeit 
wurde 10 Minuten lang aufgefangen und die Schlinge dann 
gewaschen, indem ich 120—150 ccm Wasser in sie einfiihrte, 
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die ebenso auffing und der vorher abgefangenen Fliissigkeit 
zusetzte. Das Ganze liefi ich mit HCl kochen und bestimmte 
dann das Reduktionsvermégen. 


Experimente. 


1. Es werden 25 ccm der Lésung eingefiihrt. Reduktions- 
vermOgen der eingefiihrten Lo6sung nach Invertierung = 3017 mg 
Gilykose. Reduktionsvermégen der ausgeschiedenen Fliissigkeit 
nach der Invertierung = 1680 mg Glykose. Absorption = 44,4°, 

2. Es werden 22 ccm der Rohrzuckerlésung eingefiihrt. 
Reduktionsvermégen einer Probe von 10 ccm = 1207 mg 
Glykose. Reduktionsvermégen der eingefiihrten 22 cem also 
= 2655 mg Glykose. Reduktionsvermégen der ausgeschiedenen 
I'liissigkeit nach stattgefundener Invertierung — 1482 mg 
Glykose. Absorption = 44,2°/o. 

3. Es werden 20 ccm der Saccharoselosung eingefihrt. 
Reduktionsvermogen = 2414 mg Glykose. Reduktionsvermégen 
der ausgeschiedenen Fliissigkeit = 1242 mg Glykose. Ab- 
sorption = 49°/. | 

Aus den angefiihrten Beobachtungen ergibt sich, daf die 
Absorptionsfiihigkeit des so lange Zeit inaktiv gebliebenen Darm- 
segmentes nicht nennenswert vermindert ist. Diese Konstatierung 
gibt Veranlassung zu einer weiteren Frage, namlich: wenn nun, 
wie wir oben angefiihrt haben, die Invertase des Darmsekretes 
stark vermindert ist, in welcher Form wird dann der Rohr- 
zucker, der in meinen Versuchen in so grofier Masse und an- 
scheinend so leicht durch die Darmwand hindurchgegangen 
ist, absorbiert? Wird er im Innern der Epithelien gespalten 
oder als solcher in den Kreislauf gebracht? 

Dieses Problem war offenbar leicht zu loésen, weil der 
Rohrzucker nicht assimilierbar ist, wenigstens, wie es scheint, 
regelmaBbig zum ailergroften Teil durch die Niere wieder aus- 
geschieden wird. Wurde also in meinen Experimenten der 
Rohrzucker ungespalten aufgenommen, so mufte er in dem 
Urin zutage treten. Daher wurde dies untersucht. 

Das Experiment B 3 war am 19. IX. 12, nachmittags 
um 5 Uhr, ausgefiihrt worden. Der Nachtharn dieses Hundes, 


. 
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in einer Menge von 190 ccm, wurde nun aufgefangen. Der 
sofort untersuchte Harn (Kupfersulfat) erschien etwas redu- 
zierend, jedoch nicht in dem Grade, dafb er das Oxydul ergeben 
hatte. Danach wurde der Harn mit HCl gekocht und erwies 
sich nun deutlich reduzierend. Der nach Bertrand bestimmte 
Glykosegehalt erwies sich = 2,12°/o. Der Harn enthielt also 
im ganzen 386 mg Zucker, was auf die absorbierte Saccharose 
bezogen 32,5°/o ausmacht. 

Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dafi der eingefihrte 
Rohrzucker unverdndert die Darmwand passiert hatte. Im 
physiologischen Sinne bedeutet dies, dab die Absorptionsfunktion 
des isolierten Darmsegmentes in ihrer Spezifizitét als Schutz 
gegen nicht assimilierbare, bezw. schiidliche Stoffe ebenso 
stark gelitten hatte als die Sekretionsfunktion. 

Ks ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. van 
Rynberk, der mir so bereitwillig die Beniitzung seines Labo- 
ratoriums gestattete, und Herrn Dr. Lombroso fir seine 
Mithilfe bei den von mir angestellten Versuchen meinen ver- 
bindlichsten Dank auszusprechen. 

















Bemerkung zu der Abhandlung von Grabowski und mir: 
Zur Kenntnis des Blutfarbstoffs.' ) 


Von 
L. Marchlewski. 


(Der Redaktion zugegangen am 18, Oktober 1912.) 


In der zitierten Abhandlung kamen wir zu dem Schluf, daf{ Hamo- 
pyrrol ob aus Blutfarbstoffderivaten oder Chlorophyliderivaten dargestellt 
88-Methyl-athylpyrrol 

CH, — C — C — C,H, 


| 
CH CH 


oa 
NH 
enthalten muf, indem wir die friiher von dem einen von uns geduferte 
Uberzeugung bestatigten, welche dahin lautete, dafi die Lésung des Pro- 
blems des Himopyrrols vor allem in dem Gebiete der £,$,-Dialkylpyrrole 
zu suchen ist. Dieser Ansicht veruntreuten wir uns nicht trotz der an- 
scheinend iiberwiltigenden Beweise anderer Autoren, welche die An- 
wesenheit solcher Pyrrole im Hamopyrrolgemisch auszuschliefhen schienen. 
Zu diesen Forschern zihlten wir in der zitierten Mitteilung auch Piloty. 
Heute ist die Sachlage bereits eine andere. Ungefahr gleichzeitig mit 
der zitierten Abhandlung von uns erschien eine weitere Untersuchung 
von Piloty und Stock®*) tiber das Haimopyrrol, in welcher sie dartun, 
daf’ Hamopyrrol aus Hamin dargestellt BB-Methyl-athylpyrrol enthalt. Die 
Ubereinstimmung der auf so verschiedenen Wegen erhaltenen Resultate 
ist also vollstindig. Unsere Synthese des ®p-Methyl-iithylpyrrols bedeutet 
die Synthese des Himopyrrols a von Piloty. 

Dieses Ergebnis ist sowohl von methodischem als auch pflanzen- 
physiologischem Interesse. Es beweist zundchst die immer noch nicht 
geniigend gewiirdigte Bedeutung der spektroanalytischen Methode in bezug 
auf Probleme der organischen und physiologischen Chemie. 

Pflanzenphysiologisch ist es gewifs nicht gleichgiiltig, besonders in 
Anbetracht der Methylierungsversuche von Pyrrolhomologen von Fischer 





') Diese Zeitschrift, Bd. 81, S. 86 (1912). 
2) Liebigs Annalen, Bd. 392, S. 215 (1912). 
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und Bartholomaus, und den Untersuchungen von Ciamician und 
Silber tuber chemische Lichtwirkungen, dafi die Synthese des BB-Methy]- 
aithylpyrrols so leicht aus zweibasischen Sauren gelingt. Die Synthese 
des Chlorophylls in der Pflanze beginnt wahrscheinlich mit der Synthese 
des Bfp-Methyl-athylpyrrols. *) 


Krakau, den 16. Oktober 1912. 


1) Bei dieser Gelegenheit seien zwei Druckfehler unserer eben 
zitierten Abhandlung korrigiert: Seite 86 ist statt 8,6,-Dialkylpyrrole — 
8,8,-Dialkylpyrrole zu lesen. Seite 88, statt BB-Methyl-azo-Propylpyrrol — 
68-Methyl-izo-Propylpyrrol. 


Berichtigung 
zu der Arbeit 
N. Sieber, Wasserstoffhyperoxyd als hydrolysierendes Prinzip, 
Band 81, Seite 185. 
Seite 189 Zeile 11 von oben muf es heifen: 


.. . Acethimin in Eisessig bei Gegenwart von Jodphosphonium 
(PH,J) zu beobachten .. . 


Seite 199, Zeile 9 von oben lies anstatt: 
«forderte» «<verzégerte>» 
Seite 199, Zeile 12 von oben anstatt: 


«chemmen» «firdern». 














5 
; 


Zur Chemie des Pfortaderblutes. 
I. Mitteilung. 
Eine Pfortaderfistel. 
Von 


E. 8. London und N. A. Dobrowolskaja. 





(Aus dem pathologischen Laboratorium des k. Institutes fiir exp. Medizin. 


(Der Redaktion zugegangen am 28, Oktober 1912.) 


Nachdem durch das Tierexperiment, welches unter Ver- 
hiltnissen ausgefiihrt wurde, die den natiirlichen recht nahe 
kommen, der Gang der Bildung und des Verschwindens des 
Chymus im Lumen des Magendarmkanals aufgeklirt worden 
ist, enstand natiirgeméf der Wunsch, nachzuforschen, in welcher 
Form die Chymusbestandteile jenseits der Darmwand, d.h. in 
der Pfortader angetroffen werden. Wie bekannt, ist das Pfort- 
aderblut bereits mehrfach in dieser Richtung untersucht worden: 
wir weisen nur auf die neuesten Untersuchungen von Abder- 
halden und Samuely,!) Freund,?) Folin und Lyman’) 
hin. Infolge ihrer tiefen anatomischen Lage ist jedoch die Pfort- 
ader bei vollkommen normalen Tieren der Kaniile oder Spritze 
des Experimentators durchaus unzuginglich; zwecks Erlangung 
von Blut aus ihr mul} daher das Tier narkotisiert und lapara- 
tomiert werden, d. h., werden Bedingungen geschaffen, unter 
welchen die Arbeit der Darmwand wohl kaum die physiolo- 
gischen Verhiiltnisse richtig wiedergibt. 

Es ist uns nun gelungen, eine Methode in Anwendung zu 
bringen, die es gestattet, beliebig grofe Blutproben aus der 
Pfortader zu erhalten, unter Bedingungen, die der Norm ebenso 
nahe kommen, wie diejenigen bei der Erlangung von Chymus 


') Diese Zeitschrift, 1905, Bd. 46. 
*) Zeitschrift fiir experim. Pathologie und Therapie. 1907, Bd. IV, 5. 1. 


3) Journal of biological Chemistry, 1912, v. XII, Nr. 2. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXII. 28 
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aus dem Darm, da auch in diesem Falle eine Permanentfistel} 
angelegt wird. Einem narkotisierten und laparatomierten Hunde 
wird in die Vena portae durch die MiindungsOffnung der oberhalb 
unterbundenen Vena lienalis eine Glaskaniile mit ausgezogenem 
Rande eingefiihrt. Eine derartige Kaniile kann sich jedermann 
vermittelst des Gebliases leicht selber herstellen aus einer Glas- 
rohre von ca. 0,5 cm Durchmesser. Die Lange der Kaniile betrigt 
1,2 bis 1,5 em, die Breite des ausgezogenen Randes 2mm. Auf 
diese Glaskaniile wird ein 10—15 cm langer dickwandiger Gummi- 
schlauch aufgezogen und mit Seide angebunden; das andere 
Ende dieses wird mit einem Glasstépsel verschlossen. Die ganze 
Kaniile wird vorher gleichzeitig sterilisiert und paraffiniert. Das 
in die Vene eingefiihrte verbreiterte Ende derselben wird durch 
einen Seitenfaden eingebunden und darauf an diese Stelle der 
Vene das Netz mit einer Naht befestigt. Mit diesem wird die 
ganze Kaniile, die in der Bauchhohle bleibt, umhiillt. Beim Fest- 
machen der Bauchhohle wird alsdann der anliegende Netzrand 
samt Gummischlauchwand in die Naht oder in eine Seiten- 
Offnung vernaéht. Die Methode wird noch weiter ausgebildet. 

Zwei Tage nach der Operation nimmt schon der Hund 
gierig Nahrung ein, wobei zur Blutentnahme aus der Vena portae 
geschritten werden kann. Der Hund wird in das Gestell ein- 
gebracht, der Glasstépsel herausgenommen und falls sich im 
Schlauch ein Gerinnsel gebildet hat — was bisweilen stets der 
Fall ist —-, auch dieses entfernt, worauf das Blut auszufliefen 
beginnt. Nach beendigter Blutentnahme wird die Kaniile mit 
dem sterilisierten Stépsel verschlossen. 

Die betreffende Fistel gestattet nicht nur, das Blut der 
Pfortader nach auBen zu beférdern, sondern gibt auch die Még- 
lichkeit, unmittelbar in die Leber mit dem Blute verschiedene 
zu priifende Substanzen einzufthren. | 

Es ist selbstverstiandlich, daf die angegebene Methode der 
Anlegung einer Fistel auch fiir andere Gefaé®e Anwendung 
finden kann. 

Die vermittelst dieser Methode erhaltenen Befunde sollen 


in weiteren Mitteilungen verdffentlicht werden. 





























Uber den Nachweis von Glykogen bei Meeresmollusken 
(speziell bei Cephalopoden und Aplysien). 


Von 
E. Starkenstein und M. Henze. 





(Aus dem chemisch-physiologischen Laboratorium der zoologischen Station zu Neapel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. November 1912.) 


Alle Organismen speichern ihre Kohlenhydrate in kolloider 
Form. Diese ist mit wenigen Ausnahmen fiir den pflanzlichen 
Organismus die Starke, fiir den tierischen das Glykogen. 
Die Verbreitung des Glykogens im Tierreiche ist eine derartig 
groBe, daB behauptet wurde, «Glykogen sei in den Muskeln 
der Tiere aller Klassen und Spezies nachweisbar».!) Die all- 
gemeine Giiltigkeit dieses Salzes wurde durchbrochen durch 
die Befunde, die hinsichtlich der Anwesenheit des Glykogens 
bei einer Reihe von Mollusken erhoben wurden. Bei einem 
Teile derselben, den Pulmonaten, wurde wohl Glykogen nach- 
gewiesen, doch stellte anderseits Landwehr?) die Behauptung 
auf, dafi das Glykogen der Weinbergschnecke durch Jod nicht 
gefarbt werde. In Ubereinstimmung mit diesen Befunden stehen 
Angaben von Frenzel,*) der sich vergebens bemiihte, in den 
Lebern verschiedener Mollusken (Limnaeus, Paludina, Cerithium, 
Aplysia, Octopus, Sepia) Glykogen auf mikrochemischem Wege 
mit Hilfe von Jodtinktur oder Jodkaliumlésung nachzuweisen. 
Auch die Reindarstellung von Glykogen in den Lebern mehrerer 
groBen Aplysien gelang ihm nicht. Frenzel stellte auf Grund 





') Vgl. Neumeister, Lehrbuch der physiolog. Chemie. 

*) Landwehr, Untersuchungen iiber das Mucin von Helix pomatia 
und ein neues Kohlehydrat (Achroglykogen) in der Weinbergschnecke. 
Diese Zeitschrift, Bd. 6, S. 74, 1882. 

5) Frenzel, Mikrographie der Mitteldarmdriise der Mollusken, zit. 
nach v. Fiirth, Vgl. Chem. Physiolog. der niederen Tiere, S. 221, 1902. 

28* 
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seiner Befunde das Vorhandensein von Glykogen in der Mittel- 
darmdriise der Mollusken itiberhaupt in Frage. Dieser Schluf 
erscheint aus dem Grunde nicht berechtigt, da, wie erwihnt, 
in den Organen der Pulmonaten Glykogen bereits nachgewiesen 
worden war. Picard!) erwihnt gelegentlich einer Untersuchung 
die Anwesenheit von Glykogen in der Sepialeber. 

Levy?) stellte aus den Lebern von Weinbergschnecken 
ein Glykogen dar, das bedeutend weniger rechts drehte als 
das aus Kaninchenlebern dargestellte. Er erklirte dies aus 
einer Beimengung von Sinistrin, einem gummiéhnlichen links- 
drehenden Kohlenhydrat (Hammarsten). Die negativen Be- 
funde hinsichtlich des Glykogens bei Mollusken wurden weiterhin 
erginzt durch Untersuchung Réhmanns,*) der bei Aplysien 
in der sogenannten Leber oder Mitteldarmdriise kein Glykogen 
nachweisen konnte. Dagegen fand er darin ein links drehendes, 
nicht reduzierendes Kohlenhydrat, das er mit dem Pentosan 
der die Nahrung der Aplysien bildenden Alge, Ulva lactuca, 
identifizieren konnte. Botazzi*) hatte friiher eine solche Iden- 
titiit bezweifelt. Auch er aber betont ausdriicklich das Fehlen 
des Glykogens. SchlieBlich sind noch die Versuche zu erwiihnen, 
die der eine von uns, Henze,*) ausgefiihrt hat; auch er konnte 
bei Octopus weder in der Leber noch in den Muskeln Gly- 
kogen nachweisen, weder bei Sommer- noch bei Wintertieren 
und auch nicht nach reichlicher Fiitterung. Bestimmungen des 
Gesamt-Pentosangehalts ergaben dagegen, dafi an ein Reserve- 
material in Gestalt von Pentosanen nicht zu denken war. Aus 
allen diesen mitgeteilten Befunden ergibt sich, daf wohl auch 


') Picard, zit. nach v. Fiirth, S. 567. 

2) M. Levy, Zoochemische Untersuchungen der Mitteldarmdrise 
(Leber) von Helix pomatia. Zeitschrift fiir Biologie, Bd. 27, S. 398, 1890. 

*) Réhmann, Einige Beobachtungen iiber die Verdauung der 
Kohlenhydrate bei Aplysia. Zentralbl. f. Phys. Bd. 13, S. 455, 1899 und 
Festschrift fiir Salkowski, S. 323, 1904. 

*) Botazzi, Contributions a la Physiologie comparée de la di- 
gestion. Arch. ital. de Biolog., Bd. 35, 5. 317, 1901. 

°) M. Henze, Beitriige zur Muskelchemie der Octopoden, Diese 
Zeitschrift, Bd. 43. 5. 477, 1904/05 und Chemische Untersuchungen an 
Octopoden, Diese Zeitschrift, Bd. 55, S. 437, 1909. 
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Mollusken Glykogen speichern, daf} dieses jedoch bei Cephalo- 
poden und Aplysien trotz mehrfacher Untersuchung nicht nach- 
gewiesen werden konnte. Wir haben daher neuerdings diese 
Untersuchungen aufgenommen, um festzustellen, ob tatsiachlich 
Glykogen bei den letztgenannten Tieren vermift wird, und 
um eventl. jenes Kohlenhydrat zu finden, das hier notwendiger- 
weise die Stelle des Glykogens als Reservestoff vertreten sollte. 

Fiir die neuerliche Aufnahme der erstgenannten Frage 
waren folgende Momente mafgebend. Es hat der eine von 
uns!) seinerzeit gefunden, daf die tiblichen Methoden der 
Glykogenbestimmung mitunter zu bedeutenden Fehlresultaten 
fiihren kOnnen. Diese beruhen darauf, daB beim Kochen der 
zu untersuchenden Organe mit Kalilauge das vorhandene Eisen, 
Calcium, Magnesium usw. als Hydroxyde gefiillt werden und 
als solche einen grofien Teil des vorhandenen Glykogens adsor- 
bieren kann. Wenn dann der Niederschlag nicht direkt hydroly- 
siert, sondern blof mit heifem Wasser extrahiert wird, so 
kénnen durch Glykogenverluste Fehler unterlaufen, die, wie 
dies zum Beispiel bei den damals untersuchten Tunicaten der 
Fall war, bis zu 50°/o betragen kénnen. Diese Beobachtung 
mub, wie sich leicht zeigen lift, besonders bei Glykogen- 
bestimmungen an Seetieren Beriicksichtigung finden. Setzt man 
einer Glykogenlésung etwas Seewasser zu, macht dann mit 
Kalilauge alkalisch und filtriert vom entstandenen Niederschlag 
ab, so ist das Filtrat entweder tiberhaupt glykogenfrei, oder 
der Glykogengehalt doch bedeutend vermindert. Mit der Gegen- 
wart relativ grofier Mengen von Seewasser ist nun bei Unter- 
suchungen niederer Seetiere stets zu rechnen. Auferdem sind 
gerade die Lebern der Cephalopoden eisen- und besonders 
sehr kupferreich, wie analytische Untersuchungen des einen 
von uns?) ergeben hatten. Auch in den Lebern der Aplysien 
wurde viel Eisen gefunden. 





'‘) Starkenstein, Uber den Glykogengehalt der Tunicaten nebst 
Versuchen tiber die Bedeutung des Eisens fiir die quantitative Glykogen- 
bestimmung, Biochem. Zeitschrift, Bd. 27, S. 53, 1910. 

*) Henze, Uber den Kupfergehalt der Cephalopodenleber, Diese 
Zeitschrift, Bd. 33, S. 417, 1901. 
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Wenn auch nicht anzunehmen war, daf die hierdurch 
méglichen Fehler so grof sein kénnten, daB von dem vor- 
handenen Glykogen alles der Bestimmung entginge, so war 
doch die Méglichkeit der Fehlergréfe eine derartige, daf sie 
weitgehendste Beriicksichtigung finden mute. Weiterhin haben 
gleichzeitige Untersuchungen des einen von uns!) ergeben, dab 
die genannten Tiere eine derart hochwertige Diastase besitzen, 
daf in kurzer Zeit das vorhandene Glykogen dem fermenta- 
tiven Prozesse auch bei Zimmertemperatur zum Opfer fallen 
kann. Die momentane Ausschaltung jeder Fermentwirkung war 
somit ebenfalls eine Vorbedingung fiir weitere Untersuchungen, 

Wiihrend Nichtbeachtung ebengenannter Momente zu 
einer starken Verminderung der Glykogenausbeute fiihren 
kann, kann umgekehrt bei den in Frage kommenden Mollusken 
die einfache Anwendung der quantitativen Glykogenbestimmungs- 
methode, die ja mit der Hydrolyse des Rohglykogens und Be- 
stimmung des resultierenden Zuckers endet, auch zu zu hohen 
Werten fiihren, ja es kann sogar Glykogen vorgetiuscht werden, 
wo es gar nicht vorhanden ist. Bei der Alkoholfallung des Gly- 
kogens werden namlich nicht nur unverdndert gebliebene Pen- 
tosane (Aplysia), sondern auch sogenanntes «Tierisches Gummi» 
(Landwehr), oder besser gesagt, komplexe Glykosaminderivate 
(Miiller, Steudel) mit niedergerissen, die aus den Mucinen und 
Glukoproteiden stammen, welche zweifellos die Hauptmenge der 
EiweiBk6rper dieser Tiere ausmachen. Bei der Saéurehydrolyse 
liefern beide natiirlich ebenfalls reduzierende, rechtsdrehende 
Zucker, die mit auf Glykogen umgerechnet werden. 

Unter Beriicksichtigung dieser Momente haben wir nun 
neuerdings Glykogenuntersuchungen in der genannten Tier- 
gruppe vorgenommen. Untersucht wurden: Eledone, Octopus, 
Aplysia punctata und Aplysia limacina. In einem Ver- 
suche haben wir zunachst eine mittelgroBe Eledone nach dem 
Pfliigerschen Verfahren auf Glykogen verarbeitet, indem wir 
dabei auch den in Kalilauge unléslichen Riickstand beachteten. 
Bei strenger Befolgung der Pfliigerschen Regeln wurde 1 g 


') Starkenstein, Uber Fermentwirkung und deren Beeinflussung 
durch Neutralsalze. II. Biochem. Zeitschrift, 1912. 
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«Glykogen» gefunden. «Glykogen» bedeutet hier die sich aus 
der Zuckerbestimmung nach Hydrolyse des Rohglykogens be- 
rechnende Menge Glykogen. Der in Kalilauge unlésliche Riick- 
stand enthielt 1,5 g «Glykogen». Es zeigte sich also zunichst, 
daf tatsachlich auch bei den Cephalopoden ein K6rper ge- 
funden werden kann, der nach dem iiblichen Verfahren in die 
Glykogenfraktion tibergeht, daf aber der gréfere Teil bei der 
gewOhnlichen Bestimmung durch Adsorption verloren geht. 
Von der Identifizierung dieses Koérpers als Glykogen wird 
spiiter die Rede sein. 

Wir haben ferner in der Leber einer Eledone 0,28 g 
«Glykogen» gefunden, in den Muskeln desselben Tieres 0,76 g, 
in toto also 1,04 g. (Die Organe dieses Tieres blieben lingere 
Zeit liegen, ehe sie verarbeitet wurden.) 

Weiter konnte aus der Mitteldarmdriise und dem Darm 
einer grofien Aplysia limacina 1,25 g «Glykogen», aus den Muskeln 
0,75 g dargestellt werden. 

Mit Riicksicht auf die friiher erhobenen negativen Be- 
funde war es jedoch nicht gestattet, einfach daraus auf die 
Gegenwart von Glykogen zu schlieBen, dai ein mit Alkohol 
faillbarer K6rper erhalten wurde, der nach der Hydrolyse re- 
duziert. Wir haben daher versucht, das Glykogen rein darzu- 
stellen, besonders aber auf Verunreinigungen wie Pentosane, 
tierisches Gummi usw. Riicksicht zu nehmen. 

Zu diesem Zwecke wurden die Organe der genannten 
Tiere in 60°/oiger Kalilauge bis zur Lésung gekocht. (Kine 
vollstaindige Lésung tritt hier nicht ein; es bleibt ein reichlicher, 
feinflockiger Niederschlag, der aus den oben erwihnten Hydro- 
xyden besteht und eben an der genannten Adsorption schuld 
ist.) Hierauf wurde mit Alkohol gefallt und der Niederschlag 
in heiBem Wasser, nach Zusatz einer Spur Essigsiure (bis zur 
schwach sauern Reaktion) gelést. Das Filtrat opaleszierte, gab 
eine zweifelhafte Jodreaktion und auf Zusatz von Alkohol einen 
grauweifien flockigen Niederschlag. Dieser wurde neuerdings 
geloést und die Losung auf ihr Verhalten gepriift. Die mit Alkohol 
erzielte Flockung unterschied sich von der des reinen Glykogens 
dadurch, dai sie schmierig war und der Niederschlag sich zu 
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Klumpen zusammenballte und fest am Glasstabe haftete. Auch 
die opaleszierende Lésung hatte einen Stich ins Graue. Setzt 
man der Lésung Jod-Jodkalilésung zu, so beobachtet man, dai 
die ersten Tropfen Jod gebunden werden, weiterer Zusatz be- 
dingt jedoch die fiir Glykogen charakteristische Jodfarbung. Die 
wiisserige Lésung des mit Alkohol gefallten Kérpers reduziert 
nicht, wohl aber iiuBerst stark nach der Hydrolyse mit HCl. 
Desgleichen fiihrt Behandlung mit Speicheldiastase bei neutraler 
Reaktion zum Auftreten eines reduzierenden Korpers. Orcin und 
Phloroglucin geben nach Hydrolyse mit HCI speziell bei Aplysien- 
lebern die fiir Pentosen charakteristischen Farbenreaktionen ; 
aber auch in den tibrigen Fallen schien die Pentosenreaktion 
nicht ganz zu fehlen. Wird ein Teil der mit HCl hydrolysierten 
Lésung bei neutraler Reaktion mit Hefe vergoren, so geht die 
friiher starke Reduktion bis auf einen Rest verloren; vollstandig 
verschwindet sie jedoch nicht. Wird statt mit HCl die Hydro- 
lyse mit Speicheldiastase vorgenommen, so wird nur ein Zucker 
erhalten, der von Hefe vollkommen vergoren wird. Aus allen 
diesen Versuchen geht hervor, dab mit dem Alkohol zwei Korper 
gefallt wurden. Freier Traubenzucker und freie Pentose ist nicht 
vorhanden, da die Lésung nicht direkt reduziert. Das Verhalten 
zur Hefe besagt ferner, daf die Hauptmasse des gebildeten 
Zuckers Traubenzucker ist, dali jedoch kleine Mengen nicht ver- 
giirbarer Zucker beigemengt sind. Die Muttersubstanzen der- 
selben sind bei Aplysia zum groBten Teil Pentosane, im iibrigen 
aber komplexe aus den Glukoproteiden stammende Glukosamin- 
derivate. Beide werden nicht durch Diastase, wohl aber durch 
Mineralsiuren gespalten. 

Diese Befunde besagen also, dai die oben als Glykogen- 
werte angegebenen Zahlen zu hoch sind, da sie die Gesamt- 
summe der reduzierenden Korper anzeigen. Daf die Bei- 
mengungen an Pentosen speziell bei Untersuchung der Cepha- 
lopoden nur sehr geringe sein kénnen, das bewiesen die Schmelz- 
punktwerte des Osazons, das wir aus dem Hydrolysat des 
«Glykogens» gewonnen haben, und die dem des Glukosazons 


recht nahe standen. 
Um einwandsfrei zu zeigen, daf tatsachlich reines Gly- 
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kogen in den untersuchten Tieren vorhanden ist, haben wir 
das Darstellungsverfahren derart zu modifizieren versucht, dab 
alle storenden Beimengungen, wie die Pentosane, tierisches 
Gummi usw., der Alkoholfaillung entzogen werden. Was die 
Pentosen anlangt, so konnten wir uns iiberzeugen, dab die 
Pentosenreaktion sehr stark zuriickgeht, wenn das _ bereits 
gefallte verunreinigte Glykogen langere Zeit in starker Kali- 
lauge gekocht wird. Das von Pfliiger angegebene Verfahren 
bei der Glykogenbestimmung, das lange Kochen in starker Kali- 
lauge, das gar keinen Verlust an Glykogen bedingt, kommt hier 
besonders zur Geltung. Wir haben daher gleich beim Lésen 
der Organe in Kalilauge diese durch liingere Zeit im Sieden 
erhalten, als dies sonst im allgemeinen notig ist. Die Haupt- 
faktoren, die, wie bereits erwaéhnt, die quantitative Glykogen- 
bestimmung hier unmdglich machen, liegen in der Bildung der 
erwahnten komplexen Glukosaminderivate, zu denen sich unter 
Umstanden noch grofe Mengen eines Pentosans (Rhamnosan) 
gesellen, das, wie bereits erwahnt, bei den Aplysien reichlich 
in der Mitteldarmdriise vorhanden ist. Um alle jene Stoffe, welche 
bei der Kalilaugebehandlung zum Teil der Zerstérung entgehen, 
nicht in den Alkoholniederschlag zu bekommen, empfiehlt sich 
als einfachstes Mittel, die Alkoholfallung nicht, wie gewohnlich 
angegeben wird, mit zwei Volumen 96°/oigen Alkohols vor- 
zunehmen, sondern héchstens mit einem Volumen, zumal nach 
Gautier!) Glykogen schon quantitativ gefallt wird, sobald die 
Losung 36°/o Alkohol enthalt. Bei einer derartigen Konzen- 
tration an Alkohol wird die Mitfallung der genannten Verun- 
reinigungen fast vollkommen vermieden, besonders wenn man 
auBberdem vom Alkoholniederschlag méglichst rasch dekantiert 
und abfiltriert. 

Wenn wir die Ergebnisse unserer Untersuchungen noch- 
mals tiberblicken, so ergibt sich zunichst, daf fiir die Glykogen- 
bestimmung bei Cephalopoden und Aplysien folgende Momente 
Beriicksichtigung finden miissen: Sofortiges Verarbeiten der 
Tiere; téten und sofort in siedender Kalilauge lange kochen 
(um die erwihnten Beimengungen des Glykogens midglichst zu 





*) Gautier, Compt. rend. 129, p, 708. 
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zerst6ren: dann Fallen mit einem Volumen Alkohol, vom Nieder- 
schlage rasch abfiltrieren. Der Niederschlag wird in der tiblichen 
Weise gewaschen und dann in toto mit HC] hydrolysiert und 
der gebildete Zucker bestimmt. Zur Darstellung von reinem 
Glykogen muf der Niederschlag natiirlich in verdiinnter Siure 
gelost und mehrfach umgefillt werden. Auch durch blofe 
wasserige Extraktion der Organe kommt man eventuell zu reinem 
Glykogen; doch muf Fallung und Loésung sehr oft wiederholt 
werden, schon wegen der hartnackig anhaftenden Farbstoffe, 
und es kommt sehr leicht vor, daf die Ausbeute gleich Null 
wird. Mitunter gelangt man aber auch auf diesem Wege schlieb- 
lich doch zu einem vollkommen reinen Glykogen. 

Das aus Octopus und Aplysia (Muskel und Leber getrennt) 
dargestellte Glykogen stellte ein reines weifies Pulver dar, war 
vollkommen stickstofffrei, l6ste sich opaleszierend in Wasser, 
die wisserige Lésung gab auf Jodzusatz die charakteristische 
Rotfarbung, die beim Erhitzen verschwand, beim Abkiihlen 
wiederkehrte. Diastase bildete bei neutraler Reaktion einen 
reduzierenden Zucker, ebenso entstand bei der Hydrolyse ein 
Zucker, der mit Hefe vergor, rechts drehte, keine Pentosen- 
reaktion gab und ein Osazon vom Schmelzpunkt 207° lieferte. 

In seiner «Vergleichenden chemischen Physiologie der 
niederen Tiere» (S. 189) halt v. Firth die Frage noch un- 
beantwortet, ob das Molluskenglykogen mit dem Wirbeltier- 
glykogen identisch sei oder nicht. 

Wir k6nnen unsere Untersuchungen dahin zusammen- 
fassen, dafi auch die Cephalopoden und die Aplysien, 
die bisher als glykogenfrei galten, reichlich Glykogen 
besitzen. Dieses laft sich bei Beriticksichtigung ge- 
wisser methodischer Momente rein darstellen. 

Die Frage nach der Identitat von Mollusken- und 
Wirbeltierglykogen kann auf Grund unserer analy- 
tischen Befunde dahin beantwortet werden, dab 
zwischen dem Glykogen der einzelnen Tierarten kein 


Unterschied besteht. 
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Uber den EinfluB des Jods auf die Autolyse. 
Von 
Dr. M. Kaschiwabara aus Takamatsu in Japan. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23, November 1912.) 


Die Versuche, die Autolyse der Leber durch dem Tier- 
koérper zugefiihrte Gifte oder Arzneimittel zu _ beeinflussen, 
haben, abgesehen von dem von Martin Jacoby') gefundenen 
grofen Einfluf{ der Phosphorvergiftung, den auf sie gesetzten 
Erwartungen im Ganzen bisher nur wenig entsprochen. 

Einen betrachtlichen Einflu{B auf die Autolyse hat nach 
der kiirzlich erschienenen Arbeit von Kepinow?) das Jod und 
zwar sowohl auferhalb des Organismus, als nach Einfiihrung 
in die Venen. 

Auf Vorschlag von Professor E. Salkowski habe ich 
die bedeutsamen Angaben von Kepinow nachgepriift. Wir 
haben uns dabei méglichst an die Versuchsanordnung von 
Kepinow angeschlossen. 


I. Versuche auberhalb des Korpers. 


Die Versuche sind, wie aus den nachfolgenden Tabellen 
hervorgeht, alle mit Chloroformwasser angestellt und stets in 
dem Verhaltnis der Leber zu Chloroformwasser = 1:10, und 
alle von 70 stiindiger Dauer. Kepinow hat in seinen Ver- 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 30, S. 174. 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 37, S. 238. — Siehe daselbst auch die 


zahlreichen Literaturangaben. 
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suchen den Mischungen einen erheblichen Gehalt an Natron- 
lauge gegeben und zwar, weil, wie er sagt, «das Jod lediglich 
bei alkalischer Reaktion sich mit Eiweif verbindet». Obwohl 
diese Behauptung nicht als richtig anerkannt werden kann, 
sind wir doch zuniachst der Versuchsanordnung von Kepinow 
gefolgt. Kepinow hat Natronlauge in solcher Menge hinzu- 
gesetzt, dal die Fliissigkeit 1/2°/o NaOH enthielt. Er sagt zur 
Begriindung: «In dieser Menge stort das Alkali den normalen 
Ablauf der Autolyse nicht». Auch diese Angabe ist sehr auf- 
fallig, da allgemein anerkannt ist, dali ein Gehalt von 0,5°/o 
Na,CO, die Autolyse schon sehr erheblich hemmt, wenn nicht 
aufhebt. Um wieviel mehr mubte dieses das Natriumhydrat 
tun! Indessen sind wir auch hierin Kepinow gefolgt. 

Dagegen sind wir in einigen Punkten abgewichen. Ke- 
pinow hat eine Leberaufschwemmung hergestellt und diese 
in verschiedene Portionen geteilt. Wir zogen es vor, die ein- 
zelnen Leberportionen abzuwiigen, da die Teilung einer Leber- 
aufschwemmung sich kaum so durchfiihren lift, daB alle 
Portionen gleichviel Leber enthalten. Statt der physiologischen 
Kochsalzl6sung, die sich nach den hiesigen Erfahrungen als 
ganz liberfliissig ergeben hat, wendeten wir Chloroformwasser 
an, das gréfere Sicherheit bietet als Toluol. 

Eine weitere Abweichung ist folgende. Kepinow sagt: 
«Die Jodierung wurde bei 40° vorgenommen, das Jod wurde 
so lange zugesetzt, bis es nicht mehr an Eiweifi gebunden 
wurde; der Rest des freien Jods wurde dann durch eine etwa 
6°/oige Natriumthiosulfatl6sung entfernt.» Wir haben diesen 
Zusatz vermieden, weil das etwa vorhandene tiberschiissige 
Jod ja doch durch das zugesetzte Natron gebunden wird und 
der Zusatz von Natriumthiosulfat immerhin eine Komplikation 
darstellt, welche die Versuchsbedingungen stéren k6nnte. “Die 
Ausfiihrung der Versuche war die iibliche. Die Autolysefliissig- 
keit wurde nach dem Kochen auf 400 ccm aufgefiillt, durch 
ein trockenes Filter filtriert, vom Filtrat dienten 100 ccm zur 
N-Bestimmung. Die Zahlen fiir die verbrauchte Siuremenge 
beziehen sich also auf 100 cem Filtrat, d. h. 1/4 des Ganzen. 

Alles Ubrige geht aus den Tabellen hervor. 
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Die Autolyse unter dem EinfluB von Jod-Jodkaliumlésung. 


Tabelle I. 
eg) 








Bezeich-! Kalhs- | '/s-n-H,SO, 'N auf 1000 
nung | l ‘Leber um- 
des Ver- wan verbraucht gerechnet 
suches | in g | in ecm | in g 
| | 
A | 34 | 262,5 ccm gesittigtes Chloroform- | 24,4 | 8,037 
wasser + 37,5ccm Wasser -++- 40 ccm | | 
gesattigtes Chloroformwasser | i 
B 34 |262,5 ccm gesitt. Chloroformwasser, 26,6 8,753 


-+- 37,5 ccm Normalnatronlauge 
| -++ 40 ccm gesitt. Chloroformwasser 


C 34 | 262.5 cem gesiittigtes Chloroform-| 22,6 | 7,444 
| | wasser -+- 37,5 ccm Natronlauge | | 
| -+- 40 cem Jod-Jodkaliumliésung ') | 


Tabelle IL. | 




















Bezeich-| Kalbs- t/s-n-H,SO, N auf 1000 

nung Rae Leber um- 

ion Oi leber | ‘verbraucht lgerechnet 
suches | in g | inecm | ing 
A 34 | 262,5 ccm gesattigtes Chloroform- 23,7 | 7.807 


wasser -}- 37,5 ccm Wasser -+- 40 ccm 
| gesattigtes Chloroformwasser 
B 34 (262.5 ccm gesatt. Chloroformwasser 26,8 8,828 
| - 37,5 com Normalnatronlauge 


P 40 ccm gesatt. Chloroformwasser!| 

















C 34 | 262,5 ccm gesittigtes Chloroform- 23,1 7,609 
| wasser -+- 37,5 ccm Normalnatron- 
| lauge +-40 ccm Jod-Jodkaliumlisg. 
Tabelle III. 
Bezeich-| Kalbs- |*/s-n-H,SO, N auf 1000 
nung ‘Leber um- 
den Wim leber verbraucht gerechnet 
suches | in g in ccm in g 
A 34 | 262.5 ccm gesattigtes Chloroform- | 22,8 | 7,511 


wasser -+ 37,5 ccm Wasser -+- 40 ccm 
gesiittigtes Chloroformwasser 


B 34 | 262.5 com gesattigtes Chloroform- 20,0 6,588 
wasser -+- 37,5 ccm /1-Natronlauge 
+ 40 ccm gesatt. Chloroformwasser 
¢ 34 | 262,5 cem gesattigtes Chloroform- 
wasser -}+- 37,5 ccm "/1-Natronlauge| 

| + 40 ccm Jod-Jodkaliumlésung | 


1) 10 g Jod, 20 g Jodkalium in 1 Liter. 
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Tabelle IV. 
Bezeich- Kalbs- /s-n-H,S0, N aut 1000 
nung | \Leber um- 
des Ver-| eber vernennent gerechnet 
suches | in g in ccm in g 
A | 34 | 262,5 ccm gesittigtes Chloroform- 22,8 7,511 
wasser -+- 37,5 ccm Wasser -+- 40 ccm 
| gesattigtes Chloroformwasser 
B | 34 | 262,5 ccm gesattigtes Chloroform- 22,5 7.411 
wasser -+- 37,5 ccm 4/;-Natronlauge 
| -+- 40 ccm gesiatt. Chloroformwasser 
C | 34 | 262,5 ccm gesattigtes Chloroform- 22,6 7,444 
| wasser -++ 37,5 ccm "/1:-Natronlauge 
-+- 40 ccm Jod-Jodkaliumlésung 
Tabelle V. 
Bezeich-| Kalbs- t/; -n-H,SO, 0 1000 
Pin 5 leber | verbraucht rome: an 
suches | in g in ccm in g 
A | 34 | 262,5 ccm gesiattigtes Chloroform- 23,0 7,576 
'wasser -+- 37,5 ccm Wasser -+- 40 ccm 
| | gesittigtes Chloroformwasser 
B 34 | 262,5 ccm gesattigtes Chloroform- 22.8 7,511 
wasser -++ 37,5 ccm 4/1-Natronlauge 
we 40 ccm gesatt. Chloroformwasser 
C 34 | 262,5 ccm gesattigtes Chloroform- 25,0 8,235 
iwasser -}- 37,5 ccm 4/1-Natronlauge 
| | -++ 40 ccm Jod-Jodkaliumlésung 
Tabelle VI. 
Bezeich-| Kalbs- t/s-n-H,SO, “pra 1000 
nung | eber um- 
Pie: i leber verbraucht gerechnet 
suches | in g in ccm in g 
A 34 | 262,5 ccm gesattigtes Chloroform- 22,8 7,511 
wasser -++- 37,5 ccm Wasser -+- 40 ccm 
gesittigtes Chloroformwasser 
B 34 | 262,5 ccm gesittigtes Chloroform- 21,4 7,049 
i\wasser -+ 37,5 ccm /1:-Natronlauge 
| -++- 40 ccm gesiatt. Chloroformwasser 
C 34 | 262.5 ccm gesiattigtes Chloroform- 28,4 9,355 
wasser -+- 37,5 ccm "/1-Natronlauge 
| -+ 40 ccm Jod-Jodkaliumlésung 
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Betrachten wir nun das Ergebnis der vorstehenden Ta- 
bellen, so stoBen wir zundchst auf die iiberraschende Er- 
scheinung, dai in der Tat die grofe Menge Alkali die Autolyse 
nicht gestért hat, wenigstens scheinbar nicht. Das eiweiBfreie 
Filtrat erforderte in den Versuchen ohne Alkali: 24,4 — 
23,7 — 22,8 — 22,8 — 23,0 — 22.8 ccm "/;-Siéure, mit Alkali: 
26,6 — 26,8 — 20 — 22,5 — 22,8 — 21,4 ccm ®/5-Saure. 

Im Mittel ergibt sich: 

ohne Alkali: 23,25 
mit Alkali: 23,35 
also so gut wie identische Zahlen. 
Fiir die jodhaltigen Mischungen lauten die Zahlen: 
22,6 — 23,1 — 26,6 — 22,6 — 25,0 — 28,4 
das Mittel: 24,7. 

Gegentiber der Zahl ftir die alkalihaltigen Mischungen ist 
also ein geringes Plus, also eine geringfiigige Steigerung vor- 
handen, dieselbe ist aber gar nicht zu vergleichen mit der 
von Kepinow erhaltenen Steigerung, die unter Umstianden 
fast das Doppelte der jodfreien Mischung betriigt. 

Sehr auffallig sind bei Kepinow die grofen Schwan- 
kungen in den Versuchen ohne Jodzusatz. In 3 Versuchen be- 
trugen die Zahlen resp. 119 — 79 — 96 ccm "/10-Séure. Dabei 
fallt die niedrigste Zahl gerade auf den Versuch mit langster 
Dauer. Im Mittel — soweit man tiberhaupt aus so stark ab- 
weichenden Zahlen ein Mittel ziehen kann — betrug die Anzahl 
der erforderlichen Kubikzentimeter 49 ccm ®/5-Saure fiir die 
angewendeten 56,6 g Leber, wiirde also fiir die von mir be- 
nutzten 34 g Leber 29,7 ccm betragen. Meine Zahlen liegen be- 
deutend hoher, z. B. sind in Tabelle I A 24,4 * 4 = 97,6 cem 
1/5-n-Sdure erforderlich gewesen, ahnlich auch in den anderen 
Versuchen. Eine Erklaérung kann ich fiir die Differenz nicht 
geben, meine Zahlen stehen aber durchaus in Einklang mit allen 
friiheren Beobachtungen. 

Es schien uns wiinschenswert, auch Versuche ohne Alkali- 
zusatz anzustellen, diese sind in den Tabellen VII und VIII 
enthalten. 
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Tabelle VII. 














Bezeich-| Ka]ps-! | n/s-H,SO, |N auf 1000 
nung | jober ' ver- /Leber um- 
des Ver-| ~ | braucht |gerechnet 
suches | in g | in ccm | in g 
l ] | | 
A | 34 340cem gesittigtes aeebaiatiaatees: 21,9 | 7,214 


B | 3&4 340ccm gesittigtesChloroformwasser, 25,7 | 8,466 
| | -+ 40 ccm Jod-Jodkaliumlésung | | 


Tabelle VIII. 


a 


























Bezeich-| Kalbs-| n/s-H,SO, |N auf 1000 
nung | jeber | ver- Leber um- 
des Ver- braucht jgerechnet 
suches | in g | in ccm in g 
A | 34 |340ccm gesiittigtesChloroformwasser| 21,8 7,181 
BY 


34 |340ccm gesattigtesChloroformwasser) 25,6 8,433 
-+- 40 ccm Jod-Jodkaliumlésung | | 


Aus den Tabellen ergibt sich eine unzweifelhafte Steige- 
rung durch den Jodzusatz von im Mittel 21,85 ccm ohne Jod, 
auf 25,65 mit Jod; sehr erheblich ist sie freilich auch nicht. 

Das auffallende Ergebnis in den NaOH enthaltenden Mi- 
schungen veranlafte uns zu Versuchen mit Na,CO, in einer 
Konzentration von 0,449/o. 


Tabelle IX. 








Bezeich-| Kalbs- n/s-H,SO, |N auf 1000 
nung | Jober | ver- Leber um- 
des Ver- | braucht gerechnet 
suches | in g | incem | ing 
A 34 |285cem gesittigtes Chloroformwasser 26,1 8,597 
-+-15 ccm Wasser-}- 40ccm gesittigtes 
Chloroformwasser | 
B 34 |285ccm gesiattigtes Chloroformwasser, 13,3 4,381 
+- 15 ccm 10°/oige Na,CO,-Lésung 





> 40ccm gesattigt. Chloroformwasser 
C 34 |285ccm gesittigtesChloroformwasser| 12,6 4,151 
| -++ 15 cem 10°oige Na,CO,-Lésung | 
| -}- 40 cem Jod-Jodkaliumlésung 
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Tabelle X. 


Fe eee 





Bezeich-| Kalbs-. '1/s-H,SO, |N auf 1000 

nung | jeber | | ver- (Leber um- 

des Ver-| | | braucht (gerechnet 
suches | in g | inecm | ing 
A | 34 285 eem gesittigtes Chloroformwasser, 26,8 | 8,828 


| 
+15cem Wasser -+-40ccm gesiattigtes, | 
| C hloroformw asser | | 


— 15 ccm 10°/oige Na,CO,-Lésung | | 


| 

B | 34 [285 c ccm gesattigtesChloroformwasser| 14,1 | 4,644 
| + 40 ccm gesiittigt. Chloroformwasser| 
| 


34 285 ccm gesattigtesChloroformwasser) 14,7 4.842 
| -++- 15 ccm 10°/oige Na,CO,-Lésung | | 
-++- 40 ccm Jod-Jodkaliumlésung 


Aus diesen Tabellen ergibt sich eine ganz betriichtliche 
Storung der Autolyse, gleichgiiltig, ob gleichzeitig Jod-Jodkalium- 
losung hinzugesetzt ist oder nicht. 

Um zu sehen, ob tiberhaupt unter diesen Verhiiltnissen 
noch eine Autolyse anzunehmen ist, wurde folgender Versuch 
angestellt, aus dessen Ergebnissen wohl zu schliefen ist, dal 
doch noch Autolyse in geringem Grade stattfindet. 


Tabelle XI. 








Bezeich- Kalbs- | "/s-H,SO, N auf 1000 

nung | jeber | | ver- (Leber um- 

des Ver-| _ braucht gerechnet 
suches | in g | | inecm | ing 
A | 34 285ccm gesittigtesChloroformwasser 9,6 | 3,162 


-+-15ccm Wasser-+- 40 ccm gesittigtes, | 
_ Chloroformwasser, gleich gekocht | 


B 34 285 ccm gesattigtes Chloroformwasser 11,3 3,722 
T 15 ccm 10°/oige Na,CO,-Lisung | 
-++ 40ccm gesattigt. Chloroformwasser| 

C 34 SG ccm gpaaliaeaaeae tat epeeanen 11,5 | 3,788 


| ++ fay 5 cem 10°/oige Na,CO,-Lisung | 
| | 40 cem Jod- Jodkaliumlésung | 


| 

| 

| 
Wir kommen nun zur Priifung der beiden auffilligen An- 
gaben von Kepinow, namlich 1. «daf Natriumhydroxyd in 
einer Menge von 0,5°/o die Autolyse nicht stért,» und 2. daf 
das Jod «lediglich bei alkalischer Reaktion sich mit Eiweil 
verbindet». 
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Zur Priifung der ersten Angabe wurden Versuche mit 
steigenden Mengen von Natriumhydrat angestellt von 0,5—2°/o, 
der GleichmaéBigkeit auch wegen mit Chloroformwasser und 
Leber. Mit allen Mischungen wurden Doppelversuche angesetzt. 


Tabelle XII. 


A. 300 ccm gesattigtes Chloroformwasser, welches 0,5°/o Natron enthilt, 


-++ 30 g frische Leber. 


B. 300 ccm gesittigtes Chloroformwasser, welches 0,5°/o Natron enthalt, 


-+- 50 g gekochte Leber. 


C. 300 ccm gesattigtes Chloroformwasser, welches 0,5°/o Natron enthalt, 


-+- 30 g gekochtes Eiweif. 














Bezeich-| Leber /s-n-H,SO, |N auf 1000 
nung j/oder Eier- enitenade Leber um- 
des Ver-| eiweif gerechnet 
suches in g in ccm in g 
A | 30 300 ccm gesattigtes Chloroform-| 18,8 7,014 
| wasser, welches 0,5°/o Natron 
enthalt 
B 30 (300 ccm gesittigtes Chloroform-| 18,0 6,760 
wasser, welches 0,5°/o Natron 
enthialt 
C 30 300 ccm gesattigtes Chloroform- 8,4 3,136 
wasser, welches 0,5°/o Natron 
| enthalt 





Tabelle XIII. 























Bezeich-| Kalbs- n/s-H,SO, |N auf 1000 
nung | teber ver- |Leber um- 
des Ver- braucht /gerechnet 
suches | in g in ccm in g 
A | 30 |300cem gesattigtes Chloroformwasser| 20,8 7,765 
B 30 |300ccm gesattigtesChloroformwasser,| 25,0 9,333 
welches 0,5°/o Natron enthalt 
B, 30 Dieselbe Mischung 30,0 11,274 
C 30 |300ccm gesattigtesChloroformwasser,| 31,5 11,760 
welches 1°/o Natron enthalt 
C, 30 Dieselbe Mischung 32,2 12,394 
D 30 |300ccm gesattigtesChloroformwasser,| 61,4 22,922 
| welches 2°/o Natron enthalt 
D, | 30 Dieselbe Mischung 63,9 23,856 
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Aus den Zahlen der Tabelle geht hervor, daB die Quan- 
titit des nicht koagulierbaren Stickstoffs — um mich der Kiirze 
halber dieses Ausdrucks zu bedienen — mit der Konzentration 
der Natronlauge zunimmt. Zwischen der Wirkung der 1- und 
2°/oigen Natronlauge ist sogar ein fast genauer Parallelismus 
erkennbar. 

Wenn auch hiernach schon kein Zweifel sein konnte, dab 
auch die 0,5°/oige Natronlauge lediglich hydrolytisch wirkt, eine 
Fermentwirkung dabei nicht in Betracht kommt, so wurden doch 
noch einige weitere Versuche mit einem ganz gewif ferment- 
freien Material angestellt, nimlich mit gekochtem EiweiB. 

Hiihnereier wurden hart gekocht, das Albumen von dem 
Dotter getrennt, zerhackt und 2 Portionen von je 30 g abgewogen. 

Anderseits wurde fein zerhackte Kalbsleber mit Wasser 
ausgekocht, filtriert, die riickstaindige Leber abgetrocknet und 
2 Portionen von je 30 g abgewogen. 

Das Weitere ergibt sich aus der folgenden Tabelle. 


Tabelle XIV. 
































Bezeich-} Eiereiweifi n/s-H,SO, |N auf 1000 
nung oder ver- (Leber um- 
des Ver-| Kalbsleber braucht | gerechnet 
suches in g in ccm in g 
A Frische 300 ccm gesattigtes Chloro- 22.5 8,400 
Kalbsleber formwasser 
30 g 
B Eiereiweifs | 300 ccm’ gesattigtes Chloro- 48 4 18,069 
30g ___—sSY| formwasser, welches 1°/o Na- 
| tron enthielt 
B, | Eiereiweif | 300 ccm gesattigtes Chloro- 47,1 17,584 
30 g formwasser, welches 1°/o Na- 
tron enthielt 
C | Kalbsleber | 300 ccm _ gesiattigtes Chloro- 38,4 14,336 
30 g formwasser, welches 1°/o Na- 
tron enthielt 
C, | Kalbsleber | 300 ccm  gesiattigtes Chloro- 36,3 13,552 
30 g formwasser, welches 1 °/» Na- 
| tron enthielt 


Es ist nach alledem nicht daran zu zweifeln, da’ die 
Angabe von Kepinow, eine 1/2°/oige Natronlauge stére die 
Autolyse nicht, unrichtig ist. 
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Wir kommen nun zu der zweiten Behauptung von Ke- 
pinow, daB das Jod sich lediglich bei alkalischer Reaktion 
mit Kiweif verbindet. Auch diese ist unbegriindet, wie Ver- 
suche mit gekochter Leber und mit hartgekochtem, feinge- 
hacktem Hiihnereiweif zeigten. 

Zu 300 ccm wurden 40 ccm Lugolsche Lésung und 34 g 
Eiereiweil}, gekocht und gehackt, hinzugesetzt, die Mischung in 
den Thermostaten gestellt, nach mehrstiindiger Digestion fil- 
triert; das Filtrat enthielt noch freies Jod, nach 48stiindiger 
Digestion nur noch Spuren. Das Riicksténdige wurde von diesen 
Spuren und dem anhiingenden Jodkalium durch Auswaschen 
mit Wasser befreit, dann mit Alkohol und Ather gewaschen. 
Ein Teil desselben nunmehr mit Natriumcarbonat verrieben 
und verkohlt, die Kohle mit Wasser ausgezogen. Der wiisserige 
Auszug gab mit H,SO,, KNO, und Chloroform Jodreaktion. 

Derselbe Versuch wurde mit 34 g gekochter Leber aus- 
gefiihrt, 24 Stunden digeriert. Das Filtrat enthiellt kein freies 
Jod, die riickstindige Leber, durch Auswaschen von dem an- 
hiingenden Jodkalium befreit, enthielt organisch gebundenes Jod. 

Es fragt sich nun, ob die Jodaufnahme durch Alkali be- 
fordert wird. Das ist scheinbar der Fall. 384 g gekochter 
Leberbrei wurden mit 300 ecm 0,5°/oiger Natronlauge und 
40 cem Lugolscher Lisung gemischt und ein Teil nach kraf- 
tigem Durchschiitteln filtriert. Das Filtrat enthielt kein freies 
Jod, gab jedoch noch Jodreaktion nach Zusatz von Schwefel- 
siiure. Dies erklirt sich durch die Umsetzung der gebildeten 
Oxydationsprodukte des Jods mit Jodkalium. Das Gemisch 
wurde 24 Stunden im Thermostaten digeriert, filtriert. Das 
Filtrat gab nunmehr auch nach dem Ansiuern mit Schwefel- 
siiure keine Jodreaktion mehr. Die riickstiindige Leber wurde 
durch Auswaschen von Jodkalium befreit usw. Sie erwies 
sich nach dem Veraschen mit Natriumcarbonat jodhaltig. 

Das erste Filtrat gab mit Schwefelsiure einen gelben 
Niederschlag, welcher sich, gut ausgewaschen, gleichfalls jod- 
haltig erwies. 

Scheinbar ist durch den Zusatz von Natronlauge die 
Jodierung allerdings befdrdert, denn die alkalifreie Losung 
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enthielt nach 24stiindiger Digestion, wenigstens bei Anwendung 
von Ejiereiweif, noch etwas freies Jod (bei Anwendung von 
Leber allerdings nicht), die alkalischen Mischungen dagegen 
nicht. Allein hierbei kommt die Wirkung des Natriumhydroxyds 
auf das freie Jod auch bei Abwesenheit von organischer Sub- 
stanz in Betracht. 

Als 300 ccm einer 0,5°/oigen Natronlauge mit 40 ccm 
Lugolscher Lésung 24 Stunden im Thermostaten digeriert 
wurden, enthielt sie auch kein freies Jod mehr, gab aber, 
ebenso wie die alkalische Mischung mit Leber und Jod nach 
kurzem Schiitteln es tut, Jodreaktion mit Chloroform nach Zu- 
satz von Schwefelsiure allein (ohne KNO,). 

Ubrigens kann die Frage, ob die Jodierung fester Eiwei8- 
koérper durch Lugolsche Lésung beim Digerieren im Thermo- 
staten durch Alkalizusatz befOrdert wird oder nicht, hier auber 
Diskussion bleiben, jedenfalls ist die Angabe, daf die Jodierung 
nur bei Gegenwart von Alkali erfolgt, unrichtig. 


I]. Autolyse von Kaninchenleber nach intravenoser 
Injektion von Jodjodkaliumlésung. 


Von 2 Kaninchen von ungefahr gleichem KOrpergewicht 
erhielt das eine Jodjodkaliumlésung (10 g Jod, 20 g Jodkalium- 
losung, aufgelost zu 1 Liter) intravends (in die Ohrvene). Es 
wurde nach 24 Stunden getétet. Das andere, normale, zur 
selben Zeit getétet, diente zur Kontrolle. 

Je 30 g Leberbrei wurden mit 300 ccm gesiattigtem Chloro- 
formwasser 5 Tage in geschlossenem Gefaif im Thermostaten 
bei 40° gehalten, dann wie iiblich verarbeitet. 














Tabelle XV. 
Bezeich-  Ka- | n/s-H,SO, |N auf 1000 
nung jninchen-| | ver- |Leber um- 
des Ver-| leber _ braucht | gerechnet 
suches|} in g | | in ccm in g 
A 30 Kontrolle | 17,8 | 6,645 
| 
B 30 | Intravenése Injektion von 6 ccm | 19,1 7,424 
|physiologischer Kochsalzlésung 
und 6 ccm Jod-Jodkaliumlésung 
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Bezeich-| _Ka- | n|s-H,SO, {N auf 1000 
nung jninchen- ver- (Leber um- 
des Ver- leber braucht | gerechnet 
suches | in g in ccm in g 
A 30 Kontrolle 14,5 5,413 
30 Intravenése Injektion von 6 ccm 17,5 6,533 
| physiologischer Kochsalzlésung 





| 


' und 6 ccm Jod-Jodkaliumlésung 








Die Leber des Kontrollkaninchens enthielt viele Coccidien- 


herde. 


Das injizierte Kaninchen entleerte etwa 1 Stunde nach 


der Injektion r6tlich gefiirbten Harn, in dem sich Blut und 
Jodalkali befand. 


Kontrolle A. 


Tabelle XVII. 


Als Antiseptikum Toluolwasser mit tiberschiissigem Toluol. 


salzlésung. 


lésung und 6 ccm Jod-Jodkaliumlésung. 


salzlisung und 6 ccm Jod-Jodkaliumlésung. 
EeEEEeeeeeEE—————————eeeeeeeeLLLLT,:|S|:|:-:: zz 


Intravenése Injektion von 12 ccm physiologischer Koch- 
Subcutane Injektion von 6 cem physiologischer Kochsalz- 


Intraveniése Injektion von 6 ccm physiologischer Koch- 





Bezeich-| Ka- n/s-H,SO, |N auf 1000 
nung /ninchen- ver- |Leber um- 
des Ver-| leber braucht | gerechnet 
suches | ing in ccm in g 
A 30 Intravenése Injektion von 12 ccm 19,9 7,429 
physiologischer Kochsalzlésung 
B 30 | Subcutane Injektion von 6 ccm 22.0 8,213 
physiologischer Kochsalzlésung 
und 6 ccm Jod-Jodkaliumlésung . 
C 30 Intravenése Injektion von 6 ccm 26,6 9,931 
physiologischer Kochsalzlésung 
und 6 ccm Jod-Jodkaliumlésung 














Das intravends injizierte Kaninchen lieB etwa 3 Stunden 
nach der Injektion roétlich gefarbten Harn, in dem Blut und 
Jodalkali nachweisbar waren. 
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Tabelle XVIII. 


Kontrolle A. Intravenése Injektion von 12 ccm physiologischer Koch- 
salzlésung. 
> B. Intravendse Injektion von 6 ccm physiologischer Kochsalz- 
lésung und 6 cem Jod-Jodkaliumlésung. 


EE 











Bezeich-| Ka- | n/s-H,SO, |N auf 1000 
nung {ninchen-| ver- Leber um- 
des Ver-| leber braucht | gerechnet 
suches | in g | incem | ing 
A 30 Intravenése Injektion von 12 ccm 8,5 | 3,173 
physiologischer Kochsalzlisung | 
B 30 =| Intravendse Injektion von 6 ccm | 10,0 3,733 
physiologischer __ Kochsalzlésung | 
| und 6cem Jod-Jodkaliumlésung | 








Die beiden Kaninchen wurden 24 Stunden nach der In- 
jektion getdtet, die Leber nicht der Autolyse unterworfen, 
sondern sofort in derselben Weise untersucht. Eine geringe 
Steigerung des nicht koagulierbaren Stickstoffs ist auch bei der 
sofortigen Untersuchung ohne Autolyse beim Jodtier vorhanden. 

Bezogen auf 1000 g Leber ist bei Autolyse als unkoagu- 
lierbarer Stickstoff in Loésung gegangen 

beim Normaltier: 6,645 — 5,413 — 7,42 — 

also im Mittel: 6,496 g 
beim Jodtier: 7,424 — 6,53 — 8,213 — 9,931 
also im Mittel: 8,025. 


Zusammenfassung. 


1. Autolyse findet im Gegensatz zu den Angaben von 
Kepinow bei einem Gehalt des Mediums von 0,5°/o Natron- 
hydrat nicht statt, vielmehr eine einfache, durch das Alkali 
verursachte Hydrolyse. Seine Versuche sind daher nicht be- 
weisend. Die Alkalihydrolyse wird durch die Gegenwart von 
Jod nur ganz unwesentlich gesteigert. 

2. Der Zusatz von Jod zu alkalifreien Mischungen be- 
fordert die Autolyse auch nur in sehr geringem Grade. 
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3. Die Autolyse der Leber von Kaninchen, die eine intra- 
vendse Einspritzung von Lugolscher Loésung erhalten haben, 
erweist sich in Ubereinstimmung mit Kepinow gesteigert, je- 
doch in verhaltnismiéfig geringem Umfang. Setzt man den nicht 
koagulierbaren Stickstoff der Leber des Normaltiers = 100, so 
betriigt derselbe fiir die Jodtiere 123. 

4. Ein geringes Plus an nicht koagulierbarem Stickstoff 
zeigte sich auch in der frisch (ohne Autolyse) untersuchten 
Leber eines Jodtieres gegeniiber dem Normaltier. Es kommt 
dem bei der Autolyse erhaltenen nahe: das Verhaltnis ist 
100 : 118. 














Beitrage zur Muskelchemie. 
IV. Mitteilung. 
Der Extraktivstickstoff und der freie durch Formol titrierbare 
Aminostickstoff in der Muskulatur verschiedener Tierarten. 


Von 
G. Buglia und A. Costantino. 


(Aus der chemisch-physiologischen Abteilung der zoologischen Station zu Neapel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23, November 1912.) 


I. 


Das Studium der Extraktivstoffe des Muskelgewebes hat 
eine besondere Wichtigkeit gewonnen, speziell seitdem die ana- 
lytischen Untersuchungen zur Kenntnis der verschiedenartigsten 
Extraktivstoffe gefiihrt haben, die zweifellos von nicht geringer 
Bedeutung fiir den tierischen Stoffwechsel sein miissen. 

Neben den Extraktivsubstanzen von rein basischem Cha- 
rakter, die nach den Arbeiten von Gulewitsch, Krimberg,') 
Kutscher,?) Ackermann,*) Suzuki und Joshimura‘) und 
Suwa) im normalen Muskelgewebe vorhanden sind, haben 





') WI. Gulewitsch, Krimberg und Amiradzibi. Zur Kenntnis 
der Extraktivstoffe der Muskeln. 

Diese Zeitschrift, Bd. 30, S. 565; Bd. 45, S. 326; Bd. 47, S. 471; 
Bd. 48, S. 412; Bd. 49, S. 89; Bd. 50, S. 204, 361, 535; Bd. 53, S. 514; 
Bd. 55, S. 466; Bd. 56, S. 417. 

*) Fr. Kutscher. Zur Kenntnis des Novains. Diese Zeitschrift, 
Bd. £9, S. 47, 484; Bd. 50, S, 280. 

5) B. Ackermannund Fr. Kutscher. Zur Konstitutionsermittelung 
des Novains. Diese Zeitschrift, Bd. 56, S. 220. 

4) U. Suzuki und K. Joshimura. Uber die Extraktivstoffe des 
Fischfleisches. Diese Zeitschrift, Bd. 62, S. 1. 

5) A. Suwa. Untersuchungen iiber die Organextrakte der Sela- 
chier. Pfliigers Arch. f. Physiol. Bd. 128, S. 421. 
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andere, wie die Aminoséuren, nicht mindere Bedeutung, wie 
von anderen Autoren, die wir bereits in einer vorhergehenden 
Arbeit erwahnt haben, gezeigt worden ist.') 

Genannte Arbeit betraf die Beziehungen zwischen dem 
Extraktivstickstoff und dem freien durch Formol titrierbaren 
Aminostickstoff des Muskelgewebes einiger héheren Tiere und 
zeigte, dafi der letztere einen nicht zu vernachlaéssigenden Wert 
reprisentierte. Heute vermégen wir diese Beziehungen noch 
weiter auszudehnen, indem wir systematische Untersuchungen 
iiber den Gesamt-Extraktivstickstoff und tiber den freien Amino- 
stickstoff der Muskulatur von Tieren der verschiedenartigsten 
Gattungen angestellt haben. Wir gingen in diesen Versuchen 
von dem Gedanken aus, daf dieselben, mit den richtigen Mitteln 
durchgefiihrt, neue analytische Tatsachen bringen wiirden, die 
nicht nur von Nutzen fiir die Kenntnis der chemischen Zu- 
sammensetzung des Muskelgewebes waren, sondern auch einen 
Anhalt fiir zukiinftige vergleichende Untersuchungen tiber den 
Stoffwechsel abgeben konnten. Wir wissen, welche Wichtigkeit 
die Extraktivstoffe fiir die Stoffwechselvorgange besitzen, sei 
es nun, daB man sie nur als verbrauchtes Material betrachtet, 
oder, was wahrscheinlicher ist (zum grOften Teil wenigstens), 
als nutzbares Material. 

Die Bereitung wéasseriger von Proteinsubstanzen freier 
Extrakte ist immer keine leichte Sache, speziell bei einem 
Studium, in dem man mit den verschiedenartigsten Muskel- 
geweben zu tun hat; schon anderwarts, bei Gelegenheit der 
Verarbeitung der glatten?) und embryonalen*) Muskulatur der 
hdheren Tiere, hatten wir mit dieser Schwierigkeit zu kampfen. 
Die Entfernung der Proteine erweist sich aber nicht nur not- 
wendig bei der Bestimmung des Total-Extraktivstickstoffs, 
sondern auch bei der des Aminostickstoffs, wenn man dabei 
die Formolmethode von Sérensen befolgt. In der Tat resultiert 





'! G. Buglia und A. Costantino, Beitrage zur Muskelchemie. 
Ill. Mitteilung. Diese Zeitschrift, Bd. 81, S. 130. 

2) G. Buglia u. A. Costantino, 1. c. 

‘) G. Buglia u. A. Costantino, Beitrage zur Chemie des Em- 
bryos. II. Mitteilung. — Diese Zeitschrift, Bd. 81, S. 155. 
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aus einer Arbeit von Schiff!) und auch aus einer neuen Arbeit 
von Kossel und Gawrilow,?) da mehrere Proteine (Prot- 
amine) einen Einflu8 auf die Formoltitrierung des Aminostick- 
stoffs haben kénnen, indem einige von ihnen mit Formol re- 
agieren und daher die Titrierung der Carboxylgruppe erlauben. 

Wir berichten nunmehr in der vorliegenden Mitteilung 
iiber die Werte des Gesamt-Extraktivstickstoffs und des freien 
durch Formol! titrierbaren Aminostickstoffs, der sich in der 
Muskulatur einer gréferen Anzahl zu den verschiedensten Gat- 
tungen gehorigen Land- und Seetieren findet. Zu gleicher Zeit 
geben wir Bestimmungen des durch Formol titrierbaren Mono- 
und Diaminosaurestickstoffs, des Totalstickstoffs und des Trocken- 
riickstands. 

Wie in den friiheren Untersuchungen benutzten wir nur 
Material von soeben getéteten Tieren, das von allen fremden 
Substanzen befreit, dann in kleinste Stiicke geschnitten, bei 
70—80° getrocknet und schlieBlich im Morser pulverisiert wurde. 
Dieses Pulver wurde dann sofort benutzt. 

In einigen Fallen stammte das Material von verschie- 
denen Tieren. 

I]. 


Zur Bereitung der Fliissigkeit, welche die Extraktiv- 
stoffe des Muskels enthalt, haben wir die von uns schon ein- 
gehend in der III. Mitteilung tiber die Muskelchemie beschriebene 
Methodik benutzt, welche ebenfalls in dieser Zeitschrift ver- 
Offentlicht wurde.*) Wir halten es daher fiir iiberfliissig, uns 
dabei aufzuhalten. Nur bei einigen Tatsachen wollen wir ver- 
weilen, welche wir in vorliegenden Versuchen in Betracht 
gezogen haben. 

In oben zitierter Arbeit haben wir schon darauf hinge- 
wiesen, daB die Extraktionsfliissigkeit arm an Proteinsubstanzen 
zu sein scheint. Diese Ansicht, die nur auf Beurteilung des 





') H. Schiff, Trennung von Amino- und Sdurefunktion in Lésungen 
von Eiwei8kérpern. Annalen Bd. 319, S. 287, 1901. 

*) A. Kossel und N. Gawrilow, Weitere Untersuchungen iiber die 
freien Amidogruppen der Proteinstoffe. Diese Zeitschrift, Bd. 81, S. 274. 

8) G. Buglia u. A. Costantino. Beitrige zur Muskelchemie. 
Ill. Mitteilung. Diese Zeitschrift. B. 81, S. 130. 
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Aussehens der Fliissigkeit basierte, bedurfte jedoch noch eines 
sicheren und entscheidenden Beweises. Als «Experimentum 
crucis»> haben wir daher einen neuen Weg eingeschlagen. 
Ein Teil der Extraktionsfliissigkeit wurde nach der Formol- 
methode von Sérensen titriert, ein anderer Teil dagegen mit 
25°/oiger Salzsiure am Riickflubkiihler 24 Stunden hydrolysiert, 
und hierauf nach geeigneten im ersten Experiment beschriebenen 
Manipulationen ebenfalls mit Formol titriert. Die Abwesenheit 
oder Anwesenheit selbst kleinster Mengen von Eiweifkérpern 
muBte sich also aus der annihernden Ubereinstimmung der 
Formolwerte vor und nach der Hydrolyse ergeben. Auf diese 
Weise liefi sich konstatieren, ob mit der von uns befolgten 
Methodik (d. h. Zugabe von Baryt und Chlorbaryum zu der das 
Muskelpulver enthaltenden wiasserig-alkoholischen Fliissigkeit) 
eine Entfernung der EiweiBk6rper moglich war und zwar auch 
in Fallen, wo dies mit anderen Mitteln schwierig war. Eine 
genaue Regel tiber die Menge des zuzusetzenden Baryts und 
Chlorbaryums koOnnen wir auch heute nicht geben, da wir 
speziell darauf gerichtete Versuche nicht vorgenommen haben. 
Soviel kénnen wir jedoch sagen, dafi es niémlich eine Grenze 
der Alkalinitaét gibt, welche in der 10°/oigen wisserig-alkoho- 
lischen Fliissigkeit eine fast vollstandige Abtrennung der Pro- 
teine bedingt. Diese Grenze erreicht man praktisch auf die 
Weise, daS man Baryt und Chlorbaryum sukzessive in kleinen 
Quantititen zufiigt, und zwar bis man nach kurzem Schiitteln 
und Ruhe eine glatte Trennung der fliissigen und festen Phase 
erhalt. Die dariiber stehende Fliissigkeit muf absolut klar sein, 
schnell filtrieren und darf auch bei langem Schitteln keinen 
Schaum geben. Die ungefihr zuzufiigende Menge schwankte 
zwischen 2—4 g pulverfOrmigen Baryts plus Chlorbaryums auf 
5—10g Muskelpulver in 100 ccm wisserig-alkoholischer Lésung, 
und zwischen 5—10 g auf 10—20 g Muskelpulver in 200 cem 
wisserig-alkoholischer Fliissigkeit. Es erwies sich stets als 
Fehler, im Zusatz des Baryts zu weit zu gehen, denn wenn es 
schon gelingt, eine absolut klare Extraktionsfliissigkeit zu er- 
halten, so kann diese doch mehr oder minder eiweifreich (Alkali- 
proteine) sein. Im allgemeinen zeigte die von uns erhaltene Extrak- 
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tionsfliissigkeit eine gelbliche, mehr oder weniger starke Farbung, 
jedenfalls jedoch nie so stark, als dab dieselbe nicht leicht und 
exakt zu titrieren gewesen wire, und es gelang leicht, durch 
Zufiigung einiger Tropfen Bismarckbraunlésung einer V ergleichs- 
lisung denselben Farbton zu geben. 

Da es also gelang, mit der genannten Methode von Eiweil}- 
substanzen nahezu absolut freie Extraktionsfliissigkeiten zu er- 
halten, so repriisentierte die Gesamtstickstoffbestimmung einen 
hinreichend getreuen Wert des Stickstoffs der Extraktivstoffe, 
ein Umstand, der, wie wir schon angedeutet haben, mit anderen 
Methoden nicht immer leicht zu erreichen ist. 

Auf jeden Fall halten wir es jedoch fiir angezeigt, sich 
der Abwesenheit oder Anwesenheit geringster Mengen von 
Eiweiikérpern oder Polypeptiden zu vergewissern, und die Be- 
stimmung des Gesamtstickstoffs der Extraktionsfliissigkeit mit 
einer Bestimmung des durch Formol titrierbaren Aminosiiure- 
stickstoffs vor und nach der Hydrolyse zu vereinigen.') 

Die von uns in vorliegender Arbeit befolgten Manipula- 
tionen in bezug auf die Bestimmungen des gesamten durch 
Formol titrierbaren Aminostickstoffs sowie des Mono- und 
Diaminostickstoffs waren die gleichen wie in unseren friiheren 
Arbeiten. Wir halten es daher fiir iiberfliissig, simtliche ex- 
perimentelle Daten im Detail wiederzugeben, wir beschreiben 
nur als Beispiel den ersten experimentellen Versuch ausfiihrlich. 
Fiir die anderen Experimente geben wir direkt die auf 100 g 
Trockensubstanz berechneten Werte. 

Die Bestimmungen des Gesamtstickstoffs geschahen nach 
Kjeldahl. Der Gesamtstickstoff wurde am frischen Muskel 
bestimmt;?) der Trockenriickstand bei 100°—110°. 





*) Die Probe, die Fliissigkeit bei Gegenwart von Essigsiure zu er- 
hitzen, ist nicht immer sicher, um die An- oder Abwesenheit von Eiweib- 
substanzen zu demonstrieren; auf der anderen Seite verdient die Priifung 
mittels Fallungsreagenzien kein groBes Zutrauen, da in der Extraktions- 
fliissigkeit stets gréBere oder kleinere Mengen von anderen Substanzen vor- 
handen sind, von denen wir nicht wissen, ob sie nicht auch gefallt werden. 

*) Beim Trocknen der Muskeln einiger mariner Tiere konstatierten 
wir die Entwicklung eines ammoniakalischen Geruchs. 
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Wir beschreiben die angestellten Experimente, indem wir 
die Tiere, mit denen wir gearbeitet haben, nach folgender Klassi- 


fikation ordnen:') 


Vogel 


Wirbeltiere - 


Fische 


Krebse 


Wirbellose 





Wiirmer 


1. Bos taurus. 


hause bezogen. 


Mollusken { 


Stugetiere { Bos taurus 


f Gallus bankiva 
\ Passer domesticus 





SiiBwasser- 
Fische mit fische 
knéchernem 2% Seefische 
Skelett 
Fische a“ Seefische 
knorpeligem 
Skelett 





{ Maja squinado 


Octopus vulgaris 
Eledone moschata 


{ Sipunculus nudus 


Il. 
A. Wirbeltiere. 


Séiugetiere. 


Amphibien 4 Rana esculenta und temporaria 


{ Gchic Aavictilic 


Labrus turdus 
’ Crenilabrus pavo 
eum niger 


{ Torpedo ocellata 
Scyllium catulus 


Quergestreifte Muskeln vom Schlacht- 


a) Trockenriickstand des frischen Muskels bei 110° 
betrigt 22,23°/o, der des Wassers demnach 77,77°/o, der Ge- 
samtstickstoff 3,40 °/o.?) 


b) Gesamt-N der Muskelextraktivstoffe. 
getrocknete Muskelsubstanz = 6,164 g (=6g_ bei 


Bei 80° 
110°) 


-+ 90 cem H,O + 10 cem Alkohol. 10 ccm des Filtrats dienen 
zur Bestimmung des Gesamt-N. 





1) R. Hertwig, Lehrbuch der Zoologie. G. 
*) Mittel aus mehreren Bestimmungen. 


Fischer, Jena 1908. 














Beitrage zur Muskelchemie. IV. 44D 


Gesamt-N der Muskelextraktivstoffe in Prozenten der bei 
110° getrockneten Substanz = 1,61 g. 

c) Freie Aminosduren. Dieser Versuch wurde von uns 
schon friher publiziert.!) Die erhaltenen Resultate waren die 
folgenden: 

Muskelsubstanz bei 80° getrocknet = 26,2599 g (= 25,1644 g 
bei 110°) + 225 ccm Wasser -+- 25 ccm Alkohol. 

150 ccm des Filtrats werden gegen Azolithmin neutrali- 
siert, 3 ccm Phenolphthalein (1 g Phenolphthalein in 100 ccm 
Alkohol und 100 ccm Wasser) zugefiigt und auf 200 ccm ge- 
bracht (Fliissigkeit A). 

Fliissigkeit A. 100 ccm dienen zur Bestimmung des 
Formol-N. 

— 15,6 cem — _ 

10,3 ccm — 0,3 ccm (Korrektion der Probe) = 10 ccm. 
10,0 com 2,8 = 28 mg. 

Durch Formol titrierbarer N in Prozenten der bei 110° 
getrockneten Substanz = 0,371 g. 

Flissigkeit A. 50 cem dienen zur Bestimmung des 
Ammoniak-N. 

Ammoniak-N in Prozenten der bei 110° getrockneten Sub- 
stanz = 0,104 g. 

Durch Formol titrierbarer Amino-N in Prozenten der bei 
110° getrockneten Substanz 0,267 g. 

Freie Monoaminosduren. Fliissigkeit A. 50 ccm 
-+ 2 ccm Phenolphthalein -- 50 ccm Phosphorwolframsaure. 
Das Filtrat nach der Barytfallung wird gegen Azolithmin neu- 
tralisiert und auf 100 ccm gebracht (Fliissigkeit B). 


5,3 cem = 10,3 cem. 


——* 6,34 cem — = 5,4 com = 0,94 ccm. 


0,94 ccm — 0,3 ccm (Korrektion der Probe) = 0,64 ccm. 
0,64 ccm X 2,8 = 1,79 mg. 

Freier, durch Formol titrierbarer N in Prozenten der bei 
110° getrockneten Substanz = 0,094 g. 





’) G. Buglia und A. Costantino, III. Mitteilung, Beitrage zur 
Muskelchemie, Diese Zeitschrift, Bd. 81, S. 137, 1912. 
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Fliissigkeit B. 50 cem dienen zur Bestimmung des 
Ammoniak-N. 

Ammoniak-N in Prozenten der bei 110° getrockneten 
Substanz = 0,02 g. 

Freier, durch Formol titrierbarer Monoaminosaure-N in 
Prozenten der bei 110° getrockneten Substanz = 0,074 g. 

d) Bestimmung des durch Formol titrierbaren 
Aminostickstoffs der Extraktionsfliissigkeiten nach 
der Hydrolyse mit Salzséure (ca. 25°/o).?) 

Bei 80° getrocknete Muskelsubstanz — 6,164 g (= 6¢ 
bei 110°) +- 90 cem H,O ++ 10 cem Alkohol. 

50 eem des Filtrats, nach Konzentration auf dem Wasser- 
bade bis zum Volumen von ca. 30 cem, wurden mit 50 ccm 
rauchender Salzsiure 24 Stunden am RiickfluBkihler gekocht. 
Die hydrolysierte Fliissigkeit wurde auf dem Wasserbade bis 
zur Entfernung der Salzsiiure verdampft. Der im Wasser ge- 
loste Riickstand wurde zuniichst mit Baryt nahezu neutralisiert 
und dann mit 25 ccm einer gesittigten methylalkoholischen 
Barytlosung alkalisch gemacht. Diese Fliissigkeit dient zur Be- 
stimmung des Ammoniakstickstoffs und wurde im Vakuum bei 
40° bis zur Trockne destilliert. 

Der Aminostickstoff wurde in dem bei der Ammoniakde- 
stillation verbleibenden Riickstand bestimmt (nach Sérensen). 

Ammoniak-N in Prozenten der bei 110° getrockneten Sub- 
stanz = 0,196 g. 

Durch Formol titrierbarer Aminoséure-N in Prozenten der 
bei 110° getrockneten Substanz = 0,38 g. 





Vogel. 
1. Gallus bankiva. Quergestreifte Muskeln (weife). 
a) Trockenriickstand des frischen Muskels bei 100—110" 
betriigt 24,51°/o, der des Wassers 75,49°/o; Gesamt-N in Pro- 
zenten der bei 100—110° getrockneten Substanz = 13,79. 
b) Freie Aminosiauren. 12,837 g Trockensubstanz (80°) 
= 12,015 (110°) wurde zur Analyse verwendet. 


') Donald D. van Slyke, The conditions for complete hydrclysis 
of Proteins, The Journal of Biol. Chemistry, Bd. 12, S. 295, 1912. 
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Durch Formo! titrierbarer Amino-N in Prozenten der bei 


110° getrockneten Substanz — 0,52 g. 
2. Passer domesticus. Brustmuskeln verschiedener 


Tiere. 
a) Trockenriickstand des frischen Muskels bei 100—110° 


betrigt 24,35°/o, der des Wassers demnach 75,65°/o, Gesamt-N 
in Prozenten der bei 100—110° getrockneten Substanz = 14,01. 

b) Gesamt-N der Muskelextraktivstoffe. Gesamt-N 
der Muskelextraktivstoffe in Prozenten der bei 110° getrockneten 
Substanz = 1,95 g. 

c) Freie Aminosaduren. 13,395 g Trockensubstanz (80°) 
= 12,01 g (110°) wurde zur Analyse verwendet. 

Durch Formol] titrierbarer Aminosaure-N in Prozenten der 


bei 110° getrockneten Substanz = 0,52 g. 
Freie Monoaminosduren. Durch Formol titrierbarer 


Monoaminosiéure-N in Prozenten der bei 110° getrockneten 


Substanz = 0,19 g. 
d) Bestimmung des durch Formol titrierbaren Aminostick- 


stoffs der Extraktionsfliissigkeiten, nach der Hydrolyse mit 


Salzséure. 
Ammoniak-N in Prozenten der bei 110° getrockneten 


Substanz = 0,194 g. 
Durch Formol titrierbarer Aminosaure-N in Prozenten der 
bei 110° getrockneten Substanz = 0,49 g. 


Amphibien. 
1. Rana temporaria und esculenta. Muskeln der 


vorderen Extremitaten. 
a) Trockenriickstand der frischen Muskeln bei 110° 
betragt 19,30°/o, der des Wassers demnach 80,7°/o, der Ge- 


samtstickstoff 2,67 °/o. 
b) Freie Aminosduren. 15,025 g Trockensubstanz 


(80°) = 14,39 (110°) wurde zur Analyse verwendet. 

Durch Formol titrierbarer Aminosaure-N in Prozenten der 
bei 110° getrockneten Substanz = 0,34 g. 

Freie Monoaminosaduren. Freier, durch Formol titrier- 
barer Monoaminosaure-N in Prozenten der bei 110° getrockneten 
Substanz = 0,198 g. 
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Knochenfische (Siiiwasserfische). 


1. Gobio fluviatilis. 

a) Trockenriickstand des frischen Muskels bei 100—110° 
betragt 21,33°/o, der des Wassers 78,67°/o; Gesamt-N in Pro- 
zenten der bei 100—110° getrockneten Substanz = 14,11 g. 

b) Gesamt-N der Muskelextraktivstoffe. 

Gesamt-N der Muskelextraktivstoffe in Prozenten der bei 
110° getrockneten Substanz = 1,83 g. 

c) Freie Aminosduren. 17,62 g Trockensubstanz (80°) 
= 15,77 g (110°) wurde zur Analyse verwendet. 

Durch Formol titrierbarer Aminosdure-N in Prozenten bei 
110° getrockneten Substanz = 0,353 g. 

Freie Monoaminoséduren. Durch Formol titrierbarer 
Monoaminosaure-N in Prozenten der bei 110° getrockneten 
Substanz = 0,137 g. 

d) Bestimmung des durch Formol titrierbaren Aminostick- 
stoffs der Extraktionsfliissigkeiten, nach der Hydrolyse mit 
Salzsiiure. 

Ammoniak-N in Prozenten der bei 110° getrockneten 
Substanz = 0,17 g. Durch Formol titrierbarer Aminosa&ure-N 
in Prozenten des bei 110° getrockneten Muskels = 0,58 g. 


(Seewasserfische. ) ') 


1. Labrus turdus. 

a) Trockenriickstand des frischen Muskels bei 100—110° 
betrigt 21,47°/o, der des Wassers demnach 78,53°/o, der Ge- 
samtstickstoff 3,19°/o. 

b) Gesamt-N der Muskelextraktivstoffe. 

Giesamt-N der Muskelextraktivstoffe in Prozenten der bei 
110° getrockneten Substanz = 2,19 g. | 

c) Freie Aminosauren. 10,331 g Trockensubstanz 
(80°) = 9,98 g (110°) wurden zur Analyse verwendet. 

Durch Formol titrierbarer Aminoséure-N in Prozenten der 
bei 110° getrockneten Substanz — 0,28 g. 


1) Die Tiere wurden im Golfe wiahrend der Monate Juli, August 
und September gesammelt und benutzt, nachdem sie einige Tage im 
Aquarium gehalten worden waren. 
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d) Bestimmung des durch Formol titrierbaren Amino- 
stickstoffs der Extraktionsfliissigkeiten, nach der Hydrolyse mit 
Salzséure. Ammoniak-N in Prozenten der bei 110° getrock- 
neten Substanz = 0,295 g. 

Durch Formol titrierbarer Aminosdure-N in Prozenten 
der bei 110° getrockneten Substanz = 0,52 g. 

2. Crenilabrus pavo. 

a) Trockenriickstand des frischen Muskels bei 100 bis 
110° betragt 19,55°/o, der des Wassers demnach 80,45°/o, 
der Gesamtstickstoff 2,90 °/o. 

b) Gesamt-N der Muskelextraktivstoffe. 

Gesamt-N der Muskelextraktivstoffe in Prozenten der bei 
110° getrockneten Substanz = 2,93 g. 

c) Freie Aminosdauren. 16,548 g Trockensubstanz (80°) 
= 15,98 (110°) wurde zur Analyse verwendet. 

Durch Formo! titrierbarer Aminosiéure-N in Prozenten der 
bei 110° getrockneten Substanz = 0,337. 


3. Conger niger. 
a) Trockenriickstand des frischen Muskels bei 100—110° 


betragt 21,51°/o, der des Wassers demnach 78,49°/o, der Ge- 
samtstickstoff 3,27°/o. 

b) Freie Aminoséuren. 17,688 g Trockensubstanz 
(80°) = 16,35 g (110°) wurde zur Analyse verwendet. 

Durch Formol titrierbarer Aminosaure-N in Prozenten der 
bei 110° Substanz = 0,465 g. 

Freie Monoaminosduren. Durch Formol titrierbarer 
Monoaminosaure-N in Prozenten der bei 110° getrockneten 


Substanz = 0,375 g. 
Fische mit knorpeligem Skelett (Seewasserfische). 


1. Torpedo ocellata. 

a) Trockenriickstand des frischen Muskels bei 100 
betragt 24,08°/o, der des Wassers demnach 75,92°/o, der Ge- 
samtstickstoff 3,95 °/o. 

b) Gesamt-N der Muskelextraktivstoffe. 

1a. Probe. Gesamt-N der Muskelextraktivstoffe in Pro- 
zenten des bei 110° getrockneten Muskels = 6,33 g. 


30* 
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2a. Probe. Gesamt-N der Muskelextraktivstoffe in Pro- 
zenten des bei 110° getrockneten Muskels = 6,65 g. 

c) Freie Aminosiduren. 16,857 g Trockensubstanz 
(80°) = 15,64 g (110°) wurde zur Analyse verwendet. 

Durch Formol titrierbarer Aminosaure-N in Prozenten der 
bei 110° getrockneten Substanz = 0,819 g. 

Freie Monoaminosauren. Durch Formol titrierbarer 
Monoaminosdure-N in Prozenten der bei 110° getrockneten 
Substanz = 0,353 g. 

d) Bestimmung des durch Formol titrierbaren Aminosdure-N 
der Extraktionsfliissigkeiten nach der Hydrolyse mit Salzsiéure. 
Ammoniak-N in Prozenten der bei 110° getrockneten Sub- 
stanz = 2,03 g. 

Durch Formol titrierbarer Aminoséure-N in Prozenten der 
bei 110° getrockneten Substanz = 0,967 g. 

2. Scyllium catulus. 

a) Trockenriickstand des frischen Muskels bei 100—110° 
betriigt 21,56°/o, der des Wassers demnach 78,44°/o, der Ge- 
samtstickstoff 3,79 °/o. 

b) Gesamt-N der Muskelextraktivstoffe. 

1a. Probe. Gesamt-N der Muskelextraktivstoffe in Pro- 
zenten der bei 110° getrockneten Substanz = 8,074 g. 

2a. Probe. Gesamt-N der Muskelextraktivstoffe in Pro- 
zenten der bei 110° getrockneten Substanz = 7,61 g. 

c) Freie Aminosduren. 15,556 g Trockensubstanz (80°) 
= 13,93 g (110°) wurde zur Analyse verwendet. 

Durch Formol titrierbarer Aminosadure-N in Prozenten 
der bei 110° getrockneten Substanz = 0,194 g. 

Freie Monoaminosauren. Durch Formol titrierbarer 
Aminosiure-N in Prozenten der bei 110° getrockenten Substanz 

d) Bestimmung des durch Formol titrierbaren Amino- 
stickstoffs der Extraktionsfliissigkeiten, nach der Hydrolyse mit 
Salzsiure. Ammoniak-N in Prozenten der bei 110° getrock- 
neten Substanz = 3,38 g. 

Durch Formol titrierbarer Aminoséure-N in Prozenten 
der bei 110° getrockneten Substanz = 0,40 g. 





Beitrage zur Muskelchemie. IV. 451 


B. Wirbellose Tiere. 
Krebse. 

1. Maja squinado.') 

a) Trockenriickstand des frischen Muskels bei 100 —110° 
betragt 17,57°/o, der des Wassers demnach 82,43°/o, der Ge- 
samtstickstoff 2,53 °/o. 

b) Freie Aminosd&uren. 17,328 g Trockensubstanz 
(80°) = 15,83 g (110°) wurde zur Analyse verwendet. 

Durch Formol titrierbarer Aminosaure-N in Prozenten der 
bei 110° getrockneten Substanz = 2,354 g. 

Freie Monoaminosduren. Durch Formol titrierbarer 
Monoaminosdure-N in Prozenten der bei 110° getrockneten 
Substanz = 1,253 g. 


Mollusken. 


1. Octopus vulgaris. Mantelmuskeln. 

a) Trockenrtickstand der frischen Muskeln bei 100° 
betragt 25,31°/o, der des Wassers demnach 76,69°/o, der Ge- 
samtstickstoff 3,24 °/o. 

b) Gesamt-N der Muskelextraktivstoffe. 

1a. Probe. Gesamt-N der Muskelextraktivstoffe in Pro- 
zenten der bei 110° getrockneten Substanz = 4,62 g. 

2a. Probe. Gesamt-N der Muskelextraktivstoffe in Pro- 
zenten der bei 110° getrockneten Substanz = 4,08 g. 

c) Freie Aminosduren. 13,19g Trockensubstanz (80°) 
= 12,16 g (110°) wurde zur Analyse verwendet. 

Durch Formol titrierbarer Aminoséure-N in Prozenten 
der bei 110° getrockneten Substanz = 0,945 g. 

Freie Monoaminosduren. Durch Formol titrierbarer 
Monoaminosiure-N in Prozenten der bei 110° getrockneten 
Substanz = 0,255 g. 

d) Bestimmung des durch Formol titrierbaren Amino- 
stickstoffs der Extraktionsfliissigkeiten, nach der Hydrolyse mit 
Salzsféure. Ammoniak-N in Prozenten der bei 110° getrock- 
neten Substanz = 0,234 g. 





') Die Tiere waren in einer Periode, in der ihre Muskulatur redu- 
ziert war. 
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Durch Formol titrierbarer Aminosiéure-N in Prozenten der 
bei 110° getrockneten Substanz = 1,176 g. 

1 bis. Octopus vulgaris. Armmuskeln. 

a) Freie Aminosduren. 14,443 g Trockensubstanz (80°) 
= 13,67 g (110°) wurde zur Analyse verwendet. 

Durch Formol titrierbarer Aminosaure-N in Prozenten 
der bei 110° getrockneten Substanz = 1,119 g. 

Freier Monoaminosdure-N. Durch Formol titrierbarer 
Monoaminosiuren-N in Prozenten der bei 110° getrockneten 
Substanz — 0,327 g. 

Henze!) hat versucht in dem wiisserigen Extrakt von 
Octopus vulgaris die Gegenwart von Monamidosauren festzu- 
stellen. Aus seinen Versuchen geht hervor, daf nur Taurin 
aufzufinden war. Die Quantitét genannter Substanz_ belauft 
sich auf 0,5°/o oder auf 0,055°/o Taurinstickstoff auf frischen 
Muskel berechnet. 

Dieser Wert entspricht dem von uns fir den Stickstoff 
der freien Aminosiuren gefundenen Wert im Mantelmuskel des 
Octopus (0,059°/o des frischen Muskels). Um zu entscheiden, 
ob der von uns fiir die Monamidosaéuren gefundene Wert aus- 
schlieBlich auf das Taurin zu beziehen war, haben wir uns 
gefragt, ob das Taurin tberhaupt mit Formol zu titrieren sei. 
Da sich keine Angabe in der Literatur fand, haben wir eine 
darauf beziigliche Probe gemacht. Das dazu benutzte Taurin 
wurde uns liebenswiirdigerweise von Prof. Henze zur Ver- 
fiigung gestellt, der es aus Muskelextrakten von Octopus vul- 
garis dargestellt hatte. Es wurde noch aus 50°/oigem Alkohol 
umkrystallisiert und bis zu konstantem Gewicht getrocknet. 

0,1244 g Taurin werden in 50 ccm Wasser + 1 ccm 
Phenolphthalein gelost und gegen Azolithmin neutralisiert. 

25 cem dieser Lisung werden mit Formol titriert: — 


Ba(OH HCl , ., " 
(( Ms 9,98 com — — 4,53 ccom = 5,45 cem. 
» t 
5,45 cem — 0,1 (Korrektion der Probe) = 5,35 ccm. 
5,35 ccm X 2,8 = 14,9 mg. 


') M. Henze, Beitriige zur Muskelchemie der Octopoden. Diese 
Zeitschrift, Bd. 43, S, 476. 
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Durch Formol titrierbarer Amino-N in Prozenten der Sub- 
stanz = 11,9 g. 

Theoretischer Wert des Taurin-N in Prozenten der Sub- 
stanz = 11,02 g. 

Diese Probe erlaubt den SchluB, daB das Taurin (eine 
Monaminosdure, in der die Carboxylgruppe durch die Sulfo- 
siuregruppe ersetzt ist) mittels Formol exakt zu titrieren 
ist, und dafi die freien Monaminosiuren des Octopus 
vulgaris vollstandig durch Taurin vertreten werden. 


Auch haben wir Gelegenheit gehabt, eine gewisse Quan- 
titit Nierensekret (Harn?) von Octopus vulgaris zu sammeln, 
und darin den Gehalt an Aminosauren bestimmt. Wir geben 
das Resultat wieder, da es vielleicht einen gewissen Wert zur 
Beurteilung des Stoffwechsels dieses Tieres haben kann. 


Wir entnahmen 50 ccm des Harns, fiigten 2 cem Phenol- 
phthalein und 3 g festen Baryt 4- Chlorbaryum zu. Die Fliissig- 
keit wurde hierauf auf 100 cem aufgefiillt und nach 15 Minuten 
filtriert. 80 ccm davon wurden mit Azolithmin genau neutra- 
lisiert und mit kochendem Wasser auf 100 ccm aufgefiillt 
(Fliissigkeit A). 

Fliissigkeit A. 50 ccm dienen zur Bestimmung des Formol-N. 


= 2 6,04 com — 7 4,7 com = 1,34 ecm. 


1,34 ccm — 0,1 ccm (Korrektion der Probe) = 1,24 ccm. 
1,24 ccm * 2,8 = 3,4 mg. 

Gesamtformol-N °/o cem der Harn = 0,017 g. 

Fliissigkeit A. 50 ccm dienen zur Bestimmung des 
Ammoniak-N. 

Ammoniak-N °/o ccm der Harn = 0,010 g. 

Durch Formo! titrierbarer Aminosiéure-N °/) cem der Harn 
= 0,007 g. 

Aus der Bestimmung folgt, daf im Nierensekret von 
Octopus vulgaris sich eine sehr kleine Menge freien durch 
Formol titrierbaren Stickstoffs findet. 

2. Eledone moschata. 

a) Trockenriickstand des frischen Muskels bei 100° 


‘ 
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betrigt 22,42°/o, der des Wassers demnach 77,58°/o, der 
Gesamtstickstoff 3,20°/o. 

b) Freie Aminosduren. 7,493 g Trockensubstanz (80°) 
= 7,13 g (110°) wurde zur Analyse verwendet. 

Durch Formol titrierbarer Aminosaure-N in Prozenten der 
bei 110° getrockneten Substanz = 0,90 g. 


Wiirmer. 


1. Sipunculus nudus. Die Muskulatur wurde in der 
Weise gesammelt, daBi die innere Seite der Kérperwandungen 
abgekratzt wurde, nachdem die Organe der Cavita celomatica 


entfernt worden waren. 
a) Trockenriickstand des frischen Muskels bei 100—110° 


betrigt 21,44°/o, der des Wassers demnach 78,56°/o, der 
Gesamtstickstoff 2,79°/o. 

b) Gesamt-N der Muskelextraktivstoffe. Gesamt-N 
der Muskelextraktivstoffe in Prozenten der bei 110° getrockneten 
Substanz = 6,14 g. 

c) Freie Aminosduren. 13,866 g Trockensubstanz (80°) 
= 13,10 g (110°) wurde zur Analyse verwendet. 

Durch Formol titrierbarer Aminosaure-N in Prozenten der 


bei 110° getrockneten Substanz =— 2,75 g. 
Freie Monoaminosadure. Durch Formol titrierbarer 


Monoaminosiure-N in Prozenten der bei 110° getrockneten 
Substanz = 1,48 g. 

d) Bestimmung des durch Formol titrierbaren Aminostick- 
stoffs der Extraktionsfliissigkeiten, nach der Hydrolyse mit 


Salzsiaure. 

Ammoniak-N in Prozenten der bei 110° getrockneten 
Substanz = 0,221 g. ; 

Durch Formol titrierbarer Aminosiure-N in Prozenten der 
bei getrockneter Substanz = 2,49 g. 

Zu den folgenden Tabellen stellen wir die in den einzelnen 
Experimenten erhaltenen Werte zusammen, indem wir die Tiere 
auch hier nach der schon erwihnten Klassifizierung ordnen: 


al 
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Tabelle II. 


Werte in Prozenten des frischen Muskels. 














° arlene Ge- {Extrak-]Freier durch Formol titrier-]| Protein-\ 

“38 barer Amino-N (Gesamt-N 

iin “* hen snsesactens ie __ | extrak. 

wee. _{Mono-|_ Diamino aileass 
g g samt |amino |(aus Differenz) g 

Bos taurus. ........ .{| 3,40] 0,37 10,059 0,016 0,043 3,03 
Gallus bankiva. .......) 338) — paz -| se 
Passer domesticus. . . . . . .| 3,41] 0,47 |0,1260,046 0,080 2.94 
Rana temporaria und esculenta | 2,67 — 0,0650,038) 0,027 — 
Giobio fluviatilis. . 2... . . «| 3,01] 0,39 [0,0740,027 0,047 2.62 
Labrus turdus ....... .| 3,19] 0,47 [0,060 — | wo 2.72 
Crenilabrus pavo ..... . .{ 2,90] 0,57 [0,065 — | — 2,33 
Conger niger... . . . . . «| 3,27] — 0,0990,.080 0,019 _ 
Torpedo ocellata . . . . . « «| 3,95] 1,56 |0,1970,074 0,123 2.39 
Scyllium catulus ..... . .§ 3,79] 1,69 0,041 0,023 0,018 2,10 
Maja squinado ....... 2,53) — 0,413 0,220 0,193 —- 
Octopus vulgaris (Mantelmuskeln)] 3,24] 1,07 0,219 0,059 0,160 2,17 
Kledone moschata. . . ... .| 3,20] — 0,201; — | — _ 
Sipunculus nudus . . . . . . «| 2,79] 1,31 |0,5890,317 0,272 1,48 











Tabelle III. 


Werte in Prozenten des Gesamtstickstoffs des frischen Muskels. 















































Rxtrak- Freier durch Formol titrierbarer | Protein-N 

Tiere tiv — oe Tstek- 
ees ‘Gesamt- | Mono- | Diamino-N nolan 
g N ‘amino-N |(aus Differenz) 8 
Bos tamrus. ..+.0s2s se eee fee | 0,47 | 1,26 89,12 
Gallus bankiva ........>, — 3,75 | — | _ — 
Passer domesticus .. . . .| 13.78 | 3,69 | 1,34) 2,35 86,21 
Rana temporaria und anes _ 2,43 | 1,42 | 1,01 — 
Gobio fluviatilis. . . . . .. 2] 12,95] 2,45 | 0,89 1,56 7,04 
Labrus turdus ....... .4| 14,73] 1,88 | — | — 85,27 
Crenilabrus pavo ..... ..4| 19,65] 2,24 — -— 80,35 
Conger niger. . ......+.) — 3,02 2,44 0,58 — 
Torpedo ocellata .......| 39497 4,98 1,87 3,11 60,51 
Scyllium catulus ...... .| 44,59 1,09 0,60 0,49 55,41 
Maja squinado ........-) — 16,32 8,69 | 7,63 — 
Octopus vulgaris aieatelminded 33,02 | 6.75 | 1,82 | 4,93 66,97 
Eledone moschata. ...... — 6,28 | — | a= = 
Sipunculus nudus..... . .} 46,95 | 21,11 | 11,36 9,75 53.05 
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Tabelle IV. 


Werte in Prozenten des Extraktivstoffs des frischen Muskels. 
eee reer Eaeel 











Freier durch Formol titrierbarer Amino-N 
Tiere - - 5 D; 7 

Gesnneit |Monoamino- Ni, (an 5 el 
ee a 15,94 | 4,32 | 11,62 
Passer domesticus ...... 26,81 9,78 | 17,03 
Gobio fluviatilis. ....... 18,97 | 692 | 12,05 
Labrus turdus ....+«.6«-s 12,76 | _- — 
Crenilabrus pavo ....... 22,41 | ~- | — 
Torpedo ocellata ....... 12,62 | 4,74 | 7,88 
Scyllium catulus ....... 2,42 | 1,36 | 1.06 
Octopus vulgaris (Mantelmuskeln)]| 20,46 5,51 | 14,95 
Sipunculus nudus. ...... 44,96 24,20 | 20,76 

IV. 

SchlubBfolgerungen. 


Aus den wiedergegebenen Experimenten und Tabellen 
resultieren folgende bemerkenswerten Tatsachen: 

a) Die nach der von uns angegebenen Methode 
bereiteten Muskelextrakte sind auferst arm an Eiweil- 
substanzen (Proteine, Albumosen, Polypeptide). 

In der Tat sind die in der ersten Tabelle wiedergegebenen 
Werte, die sich auf den Gehalt an freiem durch Formol titrier- 
baren Aminostickstoff in der Extraktionsfliissigkeit beziehen, 
fast identisch mit denen, welche sich auf dieselbe Fliissigkeit 
beziehen, nachdem sie der Hydrolyse unterworfen wurde. 

b) Gesamtstickstoff. Bei Betrachtung der Werte des 
Gesamtstickstoffs, seien sie bezogen auf 100g bei 100—110° ge- 
trockneter Muskelsubstanz oder bezogen auf 100 g frischen 
Muskel (I. und Il. Tabelle), beobachtet man keine auffallenden 
Unterschiede bei den von uns untersuchten Tieren. Unab- 
hingig also von der Gattung zeigt sich eine gewisse 
Ubereinstimmung in der Menge des Gesamtstickstoffs 
des Muskelgewebes. Nur bei den Selachiern (Torpedo ocel- 
lata und Scyllium catulus) iibersteigt der Wert etwas das Mittel 
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(14,68°/o der Trockensubstanz) wahrend er umgekehrt bei den 
Wiirmern (Sipunculus nudus) ein wenig tiefer ist. 

c) Extraktivstickstoff. Betrachtet man hingegen die 
Werte des in 100 g Muskeltrockensubstanz oder in 100 g frischen 
Muskels ([. und II. Tabelle) enthaltenen Extraktivstickstoffs, so 
beobachtet man einen bedeutenden Unterschied zwischen den in 
unseren Versuchen benutzten Tieren; im allgemeinen lit sich 
sagen, dah in der Muskulatur der von uns studierten 
Invertebraten der Extraktivstickstoff!) auBerordent- 
lich hoch ist (bei Sipunculus nudus z. B. betrégt der Ex- 
traktivstickstoff etwa die Halfte des Gesamtsticktoffs), wihrend 
er in derjenigen der Vertebraten relativ niedrig ist; 
doch auch in diesem Falle machen Torpedo ocellata und Scyllium 
catulus (Knorpelfische) eine Ausnahme, indem sie einen sehr 
erhéhten Wert (mehr als !’s des Gesamtstickstoffs) aufweisen. 

In gleicher Weise ergibt sich bei Betrachtung des Ver- 
hiiltnisses zwischen Extraktivstickstoff und Gesamtstickstoff 
(Tabelle IV), daf zwischen den von uns benutzten Vertebraten 
und Evertebraten analoge Differenzen existieren wie bei Be- 
trachtung des Prozentgehalts zwischen trockener und frischer 
Muskelsubstanz, d. h. némlich, daf der Totalstickstoff einen 
nahezu konstanten Wert hat. 

d) Proteinstickstoff.?) Subtrahiert man vom Gesamt- 
stickstoff den Extraktivstickstoff, so erhalt man den Protein- 
stickstoff. Da nun der Gehalt an Gesamtstickstoff der Muskulatur 
der von uns benutzten Tiere nahezu konstant ist, so folgt 
daraus, da’, je héher der Extraktivstoff ist, um so 
niedriger der Gehalt an Eiweifstickstoff sein muB. Es 
resultiert das eklatant aus Tabelle 1 und IJ, worin die Werte 
in Prozenten auf Trocken- und auf Frischsubstanz bezogen 

‘) Auch andere Autoren (Suzuki und K. Joshimura, I. ¢.), ab- 
gesehen davon, dafs sie eine nicht einwandsfreie Methodik benutzt haben, 
haben sehr hohe Werte fiir den Extraktivstickstoff in der Muskulatur 
einiger Fische gefunden; z. B. im Katsuo (Gymnosarda pelamis oder 
Bonito) 3,17 g Extraktivstickstoff auf 14,6 g Totalstickstoff uud im Maguro 


(Tymnus thunus) 3,74 g Extraktivstickstoff auf 14,86 g Gesamtstickstoff. 
*) Im Proteinstickstoff ist auch die kleine Quantitaét Lipoidstickstoff 


inbegriffen. 
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sind, ebenso auch aus Tabelle III, woselbst sich die Werte 
auf Prozente des Gesamtstickstoffs des frischen Muskels_ be- 
ziehen. Vergleicht man in letztgenannter Tabelle die extremen 
Werte, d.h. diejenigen, welche sich auf Bos taurus und Si- 
punculus nudus beziehen, so sieht man, daf im ersteren Falle 
der EiweiBgehalt 89,12°/o des Gesamtstickstoffs betriigt, im 
letzteren Falle dagegen nur 53,05. 

e) Der Ammoniakstickstoff der Extraktionsfliis- 
sigkeit nach der Hydrolyse. In Tabelle | haben wir auch 
die Werte fiir den Gehalt der Extraktionsfliissigkeit nach er- 
folgter Hydrolyse an Ammoniakstickstoff wiedergegeben. Diese 
Werte zeigen, ein wie grofer Teil des Extraktivstickstoffs in 
Ammoniak itiberfiihrbar ist durch kochende Salzsiure. 

Aus den genannten Zahlen ergibt sich, daB bei den von 
uns verwendeten Tieren der Ammoniakstickstoff nur bei zweien 
sehr grof} ist, wahrend er bei den iibrigen konstant und zwar 
niedrig ist. Die hohen Werte finden sich speziell bei Torpedo 
ocellata (2,03 Proz. der Trockensubstanz) und bei Scyllium 
catulus (3,38 Proz. der Trockensubstanz). 

Die Erklarung hierfiir ist leicht zu geben, indem vor 
lingerer Zeit von Stidler und Frerichs!) gemachte Ver- 
suche gezeigt haben, dal die Organe der Selachier reich an 
Harnstoff sind, und Schréder?) stellte fest, daB die frische 
Muskelsubstanz von Scyllium catulus 1,95°/o Harnstoff enthiilt. 
Da man weil}, daf Harnstoff durch kochende Salzsiaure leicht 
Ammoniak abspaltet, so erklirt sich der hohe Wert fiir Am- 
moniakstickstoff, der bei Torpedo ocellata und Scyllium catulus 
nach der Hydrolyse gefunden wurde. Ebenso leicht erklirt sich 
auch die verhiltnismafig hohe Gesamt- als auch Extraktiv- 
stickstoffmenge, die wir in der Muskulatur der gleichen Tiere 
gefunden haben. 

f) Freier durch Formol titrierbarer Aminostick- 
stoff: In der Muskulatur aller von uns untersuchten 
und zu den allerverschiedensten Spezien gehérenden 
Tiere findet man stets eine betrichtliche Menge 





') Stadler und Frerichs, Journ. f. prakt. Chem., Bd. 73, 5S. 18. 
*) Schréder, Diese Zeitschr., Bd. 14, S. 576. 
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freien durch Formol titrierbaren Aminostickstoff. Die 
Menge des freien durch Formol titrierbaren Amino- 
stickstoffs, wie auch die des Extraktivstickstoffs, ist 
bei den Invertebraten bedeutend hodher als bei den 
Vertebraten. (Tabelle 1 und II.) Z. B. ist sie bei Maja squi- 
nado und Sipunculus nudus um ca. das sechsfache hoher als 
bei den Knochenfischen und bei anderen héheren Vertebraten. 
Nur eine Ausnahme macht unter den Vertebraten Torpedo 
ocellata, der eine relativ grofie Menge freien durch Formol ti- 
trierbaren Aminostickstoff aufweist. Hier also verhalt sich 
Torpedo ocellata nicht, wie im Falle des Harnstoffs, analog zu 
anderen Selachiern, Scyllium catulus, indem die Muskeln dieses 
Tieres nur einen geringen Gehalt an freiem durch Formol titrier- 
baren Aminostickstoff haben. 

Auch die auf Prozente des Gesamtstickstoffs bezogenen 
Werte des freien durch Formol titrierbaren Aminostickstoffs 
(Tabelle Ill) fiihren die eben genannten Tatsachen deutlich 
vor Augen. 

Betrachtet man hingegen die Quantitét des freien durch 
Formol titrierbaren Aminostickstoffs im Verhaltnis zur Quan- 
titéit des Extraktivstickstoffs (Tabelle IV), so ergibt sich, dab 
die Werte bei den von uns studierten verschiedenen Tieren in 
nicht sehr weiten Grenzen schwanken; der Aminostickstoff be- 
triigt ea. '!s —1/10 des Extraktivstickstoffs. Ausgenommen hier- 
von sind Sipunculus nudus, woselbst der Wert sehr hoch ist 
und die Hiilfte des gesamten Extraktivstickstoffs betragt, sowie 
Seyllium catulus, wo der Wert sehr niedrig ist. Der Grund 
dafiir ist darin zu sehen, daf die auf Prozente des frischen 
oder bei 110° getrockneten Muskels bezogenen Werte des 
Extraktivstickstoffs bei den verschiedenen Tierarten auferor- 
dentlich groBe Schwankungen durchmachen und zwar parallel 
zu denen des freien Aminostickstoffs, wahrend, wie wir gesehen 
haben, die Werte des Gesamtstickstoffs nahezu gleich sind. 

g) Freier durch Formol titrierbarer Monamino- 
und Diaminostickstoff. Aus den wiedergegebenen Tabellen 
ergibt sich, dafB in der Muskulatur aller von uns ge- 
priiften Tiere eine gewisse Menge freier durch For- 
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mol titrierbarer Mono- und Diaminostickstoff nachzu- 
weisen ist. 

Die eine oder andere Art dieses freien Aminostickstoffs 
findet sich in tiberwiegender Menge bei denjenigen Tieren, 
bei denen der freie Gesamtaminostickstoff vorherrscht. Im all- 
gemeinen laft sich sagen, daB der Diaminostickstolf den Mon- 
aminostickstoff iberwiegt, obwohl sich keine feste Regel geben 
la6t. Da wir die Formolmethode angewandt haben, so lassen 
sich selbstverstindlich nicht die qualitativen Unterschiede in 
bezug auf den freien Mono- oder Diaminostickstoff der ver- 
schiedenen Tierarten angeben. Jedoch kénnen wir in einigen 
Fallen nahezu mit Sicherheit sagen, daB der Wert des freien 
durch Formol titrierbaren Monoamidostickstoffs nahezu voll- 
stiindig durch den Stickstoff einer einzigen Monoaminosiiure 
geliefert wird. So haben wir fiir Octopus vulgaris gezeigt, dal 
die Menge des freien durch Formol titrierbaren Monoamido- 
stickstoffs mit der Menge des Taurinstickstoffs korrespondiert, 
die in der Muskulatur dieses Tieres durch Henze') quantitativ 
bestimmt worden ist. 

Aus diesem Uberblick ergibt sich demnach, daf8 betriicht- 
liche Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung des 
Muskelgewebes der hoheren Tiere im allgemeinen (Vertebraten) 
und desjenigen der niederen Tiere (Invertebraten) bestehen, 
sofern wir sie untersucht haben. Damit glauben wir jedoch 
nicht einen konstanten Charakterunterschied zwischen diesen 
beiden Tierklassen festgestellt zu haben. Im Gegenteil wir 
haben unter den Vertebraten einige (Selachier) gefunden, die 
sich hinsichtlich gewisser chemischer Eigenschaften ihres 
Muskelgewebes den Evertebraten nibern, und in bezug auf 
letztere halten wir es fiir nicht ausgeschlossen, dal} es darunter 
auch solche geben kann, die sich den hdheren Tieren darin 
nahern. Auf jeden Fall erlaubt eine Betrachtung der gefundenen 
experimentellen Tatsachen die Vermutung, dafi die in den 
Muskelgeweben der verschiedenen Tiere existierenden che- 
mischen Differenzen auch von parallellaufenden Differenzen nicht 
nur des Stoffwechsels der Gewebe dieser Tiere, sondern auch 





1) M. Henze, l. ec. 
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des allgemeinen Stoffwechsels begleitet sind. Wir haben die 
Absicht, in dieser Hinsicht spezielle Untersuchungen zu_ be- 
ginnen, durch die wir feststellen wollen, welche Bedeutung die 
sogenannten Extraktivstoffe des Muskels fiir den Stoffwechsel 
haben; vor allem scheinen uns dieselben interessant bei den 
niederen Tieren, bei denen man tiber den Stoffwechsel sehr 
wenig unterrichtet ist. 


Wir sind Herrn Prof. Henze zu besonderem Dank ver- 
pllichtet fiir die vielen uns liebenswiirdigerweise gegebenen 
Ratschlige, ebenso danken wir Herrn Prof. Cerruti, der uns 
stets das zu diesen Versuchen dienende Material zu verschaffen 
wubte. 














Beitrage zur Kenntnis des Bilirubins und Hamins. 
Von 
William Kiister. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Tierarztl. Hochschule in Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. November 1912.) 


Die Verdéffentlichung von H. Fischer und F. Meyer- 
Betz!) iber die Porphyrinbildung gibt mir Veranlassung, einige 
Beobachtungen zu publizieren, die ich bis zur volligen Sicher- 
stellung mit Hilfe grOdSerer Materialmengen zuriickgestellt hatte. 

H. Fischer hat bei der Oxydation des Mesophorphyrins 
neben Himatinsiure Methylithylmaleinimid erhalten und damit 
das von mir in Gemeinschaft mit Herrn Deihle eriibrigte Re- 
sultat bestitigt.2) Aus diesem habe ich den SchluB gezogen, 
daf im Hiémin zwei Vinyle vorhanden sind, die bei der durch 
Reduktion erfolgenden Uberfiihrung in Mesoporphyrin «Athyle» 
geben und damit den Pyrrolkomplex des Mesoporphyrins, der 
sie trigt, so widerstandsfahig machen, dab er bei der Oxydation 
als Imid erhalten bleibt. 

H. Fischer glaubt nun, daf die Anwesenheit von Vinylen 
noch nicht sicher erwiesen sei, weil die durch Kinwirkung von 
Natriumamalgam auf Himin®) entstehende Leukoverbindung bei 
der Oxydation kein Imid gebe. Er setzt also voraus, daf die 
gelinde Reduktion des Hiimins durch Jodwasserstoff, welche zum 
Mesoporphyrin fiihrt, und die Reduktion durch Natriumamalgam 
in bezug auf die Vinyle gleichen Effekt haben miisse, und be- 
griindet diese Ansicht damit, da® das von ihm entdeckte Hemi- 





') Diese Zeitschrift, Bd. 82, 5. 96 (1912). 

2) Wir haben das Resultat inzwischen insofern vervollstandigt, als 
wir von analysenreinem Mesoporphyrin ausgegangen sind, aber die so- 
fortige Veréffentlichung unterlassen zu kénnen geglaubt, weil wir nach 
unserer ersten Notiz der ungestérten Weiterbearbeitung der erzielten 
Befunde sicher zu sein wahnten. 

5) Nach meiner Interpretation der Himatoporphyrinbildung (Ber. 
d.d. chem. Ges., Bd. 45, S. 1935 (1912) wird die Leukoverbindung dieses 
KGrpers von vornherein als zur Bildung des Imids bei der Oxydation 
nicht befahigt anzusprechen sein. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXII. of 











464 William Kiister, 


bilirubin, das aus Bilirubin durch Reduktion mit Natriumamalgam 
entsteht, bei der Oxydation neben Haimatinsaure das Imid liefert, 
wiihrend er aus Bilirubin selbst nur die letztere erhielt. ') 

Demgegentiber verweise ich auf die schéne Arbeit von 
H. Emde,?) wonach bei der Einwirkung von Natriumamalgam 
auf Phenylathylammoniumverbindungen Styrol, bei der Auf- 
sprengung des reduzierten Isochinolinrings durch Natrium- 
amalgam o-Vinylbenzyldimethylanilin und o-Methylstyrol ent- 
stehen: 

H,C,— CH, — CH, — N(CH,),Hlg --—> H,C,—CH = CH,. 


CH, CH CH 
/\/ Ncw /\/ Scu /\N/ ScH 
} 
| i vali | 
N(CH,) | N(CH,) | 
ee - x ve wi 
© “ca, “cl CH, GH 


woraus gefolgert werden kann, dali Natriumamalgam vorhandene 
Vinyle nicht anzugreifen braucht. Bei der Uberfiihrung von Hémin 
in die Leukoverbindung, wie bei der Reduktion des Bilirubins 
zum Hemibilirubin kénnen also die Vinyle erhalten bleiben und, 
wenn das letztere bei der Oxydation trotzdem das «Imid» gibt, 
so bleibt als einzige Méglichkeit die Annahme tibrig, daf bereits 
im Bilirubin selbst ein Komplex enthalten ist, der bei der Oxy- 
dation das Imid liefert. In der Tat hat uns nun die Oxydation 
des Bilirubins das gesuchte Imid gegeben, wie ich bereits auf 
der Naturforscherversammlung in Karlsruhe mitteilte, allerdings 
in sehr geringer Menge, und ich habe darauf hingewiesen, daf 
mit diesem Befunde die Tatsache im besten Einklang steht, 
wonach aus Hamin zwei Molekiile Himatinsaure entstehen, aus 
Bilirubin dagegen nur ein Molekiil Hamatinséure zu erhalten ist. 
Von den beiden Komplexen des Hamins, die bei der Oxydation 


diese Siure liefern: 


a 

; | “Sy 
COOH i 
CH,-CH, 


') Diese Zeitschrift, Bd. 75, S. 339 (1911). 
*) Liebigs Ann. der Chem., Bd. 391, S. 88 (1912). 
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mus also der eine beim Ubergang in Bilirubin Kohlendioxyd 
verloren haben und liefert jetzt bei der Oxydation das «Imid». 

Als eine weitere Stiitze fiir diese Ansicht, wonach bei der 
Bildung des Bilirubins aus Himatin eine Abspaltung von Kohlen- 
dioxyd eingetreten ist, ftihre ich an, daf die Veresterung des 
Bilirubins durch Salzséure und Methylalkohol anders verliuft 
wie beim Hamin oder Hiimatoporphyrin. Auch aus dem Bilirubin 
wird ein Dimethylderivat gebildet, aber aus den Analysen dieses 
Esters geht mit grofier Wahrscheinlichkeit hervor, da ein Er- 
satz von Wasserstoff durch Methyl! nur einmal erfolgt, das zweite 
Methyl wird durch Einlagerung von Methylalkohol aufgenommen. 
Ferner wird dem Hemibilirubin durch das Auffinden einer in 
Chloroform leicht léslichen «<aciden Form» des Bilirubins, die 
sich in Natriumbicarbonat lést, eine bisher gegeniiber dem Bili- 
rubin als charakteristisch angesehene Eigenschaft genommen, 
so dab ihm als wesentlich unterscheidendes Merkmal abgesehen 
von der Farbe nur die Fahigkeit verbleibt, komplexe Salze zu 
bilden und mit p-Dimethylaminobenzaldehyd ein Kondensations- 
produkt zu geben. 

SchlieBlich kann ich nicht umhin, Piloty entgegenzutreten, 
wenn er, die biochemische Bildung des Bilirubins ganz un- 
beachtet lassend,') das Entstehen des Bilirubins als durch 
einen synthetischen Prozeb hervorgerufen in Frage ziehen 
zu mussen und bejahen zu kénnen glaubt.?) Scheut er sich 
doch sogar nicht, eine Parallele zwischen Eiweif- und Bilirubin- 
bildung im Organismus zu ziehen, also die fiir das Leben 





1) Z. B. die Bildung des Himatoidins von Virchow. Nach Brugsch 
(Z. f. exp. Path. u. Ther., Bd. 8, S. 645 (1911); Chem. C. B., 1911/1, S. 995) 
entgeht Hamatoporphyrin nach der Einverleibung der Bildung von Gallen- 
farbstoff, was nach meiner Auffassung von der Konstitution dieses Kérpers 
durchaus verstandlich wird. Leider gebraucht Brugsch die veralteten 
Formeln Nenckis, nach denen Himatoporphyrin und Bilirubin als isomere 
Koérper erscheinen. 

*) Liebigs Ann., Bd. 390, 5S. 92 (1912): «die Entstehung des Bili- 
rubins erfolgt wahrscheinlich nicht durch direkte Umwandlung des Blut- 
farbstoffs, sondern durch teilweisen Abbau desselben und Wiederaufbau 
des neuen Gebildes aus den passend verianderten Bruchstiicken des Blut- 


farbstoffs.» 
31* 
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wichtigsten Korper mit einem Produkt zu vergleichen, das er 
sich selbst aus Konkrementen, also pathologischen Gebilden dar- 
gestellt hat. 

Dieser falsche Gedanke entspringt dem Wunsch, dem Ent- 
stehen seiner «Bilinséiure» einen hdheren Wert fiir die Zu- 
sammengehorigkeit von Bilirubin und Haématin beimessen zu 
kénnen, als dem Entstehen der Himatinsaéure aus beiden Farb- 
stoffen, weil sie ein grdBeres Stiick des Molekiils vorstellt als 
die Himatinséiure, wobei Piloty auch noch voraussetzen muB, 
daB seine Bilinsiure C,,H,,0,;N, und seine Hamatopyrrolidin- 
carbonsiiure C,,H,,O,.N, denselben Aufbau haben und sich nur 
durch den Sauerstoffgehalt unterscheiden, wahrend nicht einmal 
die empirische Formel der letztgenannten Siure sicher erwiesen 
ist!) und Piloty?) neuerdings selbst zugeben muf, daf in ihr 
ein Gemisch vorliegt. Nun entsteht die Bilirubinsaure*) aus Bili- 
rubin durch eine gemabigte Reduktion mittels Jodwasserstoff 
und Jodphosphonium, sie ist also am ehesten dem durch ein 
gleiches Verfahren aus dem Hamin entstehenden Mesoporphyrin 
zu vergleichen, bei nachfolgender Oxydation liefern dann auch 
beide Kérper Himatinséure und das Methylathylmaleinimid. Die 
Reduktion erstreckt sich also auch im Bilirubin auf Vinyle; 
wiihrend aber im symmetrisch gebauten Himin der Zusammen- 
hang der vier Pyrrolkomplexe und damit der Charakter als Farb- 
stoff erhalten bleibt, wird aus dem unsymmetrisch gebauten 
Bilirubin die farblose Bilirubinséure herausgeschialt. Auch sie 
zeigt aiso zuniachst lediglich durch die bei ihrer Oxydation ge- 
wonnenen Spaltstiicke die nahe Verwandtschaft zwischen Bili- 
rubin und Hiimatin, und es kommt auf ihre Konstitution an, um 
den Weg zu erkennen, der vom Hiimatin zum Bilirubin gefiihrt 
hat. Daf hier die Interpretation der Versuche durch H. Fischer 
weit gliicklicher gewesen ist, als die Formulierung durch Piloty, 
| ') Vgl. H. Fischers Habilitationsschrift, Miinchen 1912, Seite 15 
(Univers.-Buchdr. Dr. C. Wolf-Sohn). 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 45, S. 2595 (1912). 

*) Die Bilinsiure Pilotys dirfte mit H. Fischers Bilirubinséure 
(Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 45, S. 1579, 1912) identisch sein. Da 


letztere zuerst beschrieben wurde, muf der Name «<Bilirubinsaure>» fiir 
den neuen Korper beibehalten werden. 
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die weder die Bildung des Imids noch die Bildung der Himatin- 
siiure ungezwungen zu erkliren imstande ist, mag ein Blick auf 
die Bilder der Bilirubinsaure, resp. Bilinséiure veranschaulichen. 





H,C—C=C 
COOH _- 
™ 4 CH, +4H,C” ~*~ 
CH,— CH, it, C,H 
Bilirubinséure C,,H,,0,N,. 
CH, —COOH 
Je 
H,Cc—C——CH ‘CH ‘C—CH,OH 
| Il | | I 
H,c—C CH CH—C—CH,CH, 
“Ss 
N C 
H, 


Bilinséure C,,H,,O,N,. 


Allerdings mu8 nach der Beobachtung Pilotys,!) dai aus 
Bilirubinsaéure durch Oxydation unter Wegnahme zweier Wasser- 
stoffatome ein gefirbtes Produkt entsteht, auch die Fischersche 
Formel eine Anderung erfahren. Das Wesentliche in diesem 
Bilde besteht zurecht, namentlich die Nichtverkniipfung der 
beiden Pyrrolkomplexe durch ein Kohlenstoffatom. Dieser 
Gegensatz zum Himin ist némlich auch den Resultaten bei der 
Reduktion zu entnehmen, denn wiéhrend Himin Phonopyrrol- 
carbonsiure?) und Isophonopyrrolcearbonsiaure liefert, gibt Bili- 
rubin nur die letztere. 





1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 45, S. 2393. 

*) Nachdem sich das Phonopyrrol Pilotys als ein Kunstprodukt 
erwiesen hat, das im rohen Hamopyrrol nicht vorkommt, fallen die 
Griinde, die seinerzeit Piloty veranlaft haben, den zuerst fiir diese 
Sdiure gewahlten Namen «<Hamopyrrolcarbonsdure» in Phonopyrrolcarbon- 
sdure zu dndern, fort, und man sollte sie mit dem urspriinglichen Namen 
wieder bezeichen, der auch das Verhaltnis zum Himopyrrol (2,3-Dimethyl- 
4-ithylpyrrol) treffend beleuchtet; die Isophonopyrrolcarbonsaéure wirde 
dann im Anschluf an die von H. Fischer gewihlte Bezeichnung Krypto- 
pyrrol fiir das 3,5-Dimethyl-4-4thylpyrrol Kryptopyrrolcarbonsaure genannt 
werden kénnen. 
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CH,—CH, C/ CH,— CH, CH, 


im Bilirubin 


Demnach fehlt dem Bilirubin dem Hiimin gegeniiber nicht 
nur ein Kohlenstoffatom, das sich, wie wir sahen, als Kohlen- 
dioxyd abgespalten hat, sondern noch ein zweites in Uberein- 
stimmung mit den iiblichen empirischen Formeln, wonach Himin 
34, Bilirubin 32 Kohlenstoffatome besitzt. 

Ich erlaube mir aber in den Wettstreit um die geeignetste 
Formulierung der Bilirubinséure einzugreifen, weil ich bereits 
im Jahre 1907 mit meinem Schiller Lacour zusammen’) ein 
Bild des Aufbaus des Hiiminmolekiils entworfen habe, das sich 
als niitzlich erwiesen hat,?) wie sich z. B. auch die Formulierung 
H. Fischers diesem Bilde anpabt. Es ist vor der Entwirrung 
der Bestandteile des rohen Hamopyrrols aufgestellt worden, 
triigt also der Isomerie des Himo- und Kryptopyrrols und der 
Konstitution des Phyllopyrrols als 2,3,5-Trimethyl-4-athylpyrrols 
keine Rechnung. Auch die Existenz der isomeren Haimopyrrol- 
carbonsiuren, zu denen sich wohl noch ein 2,3,5-Trimethyl- 
4-carboxyithylpyrrol gesellen wird,*) ist nicht beriicksichtigt. 
Ebensowenig das Vorhandensein von Vinylen. Und dennoch 
iindern sich auch jetzt nur einige Ziige des Bildes, die den 
Gesamtcharakter zu verwischen nicht imstande sind. Ich lasse 
daher das Bild jetzt in seiner neuen Gestalt folgen und méchte 
nur noch erwihnen, daB wir zur Priifung seiner Naturtreue 


') Dissertation Wiirzburg, J. Beckers Univers.-Buchdruckerei. — 
Vgl. auch Ber. d. Deutsch. pharm. Ges., Bd. 21, S. 513 (1911). 

?) Vel. Willstatter, Liebigs Ann., Bd. 371, S. 33 (1909). 

5) Vielleicht ist die sehr unbestandige Xanthopyrrolcarbonsaure 
Pilotys dieses tetrasubstituierte Pyrrol. 
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weitere Versuche unternehmen werden. Bereits hat sich eine 
Addition von Brom an das Dimethylhéimin als méglich erwiesen, 
und bin ich mit Herrn Greiner beschiftigt, die bei der Oxy- 
dation eines Dibromdimethylhémins entstehenden Produkte zu 


studieren. 


H 
H.C a I 
C ~cz cn cus 
COOH) seen yy: NL | 
‘ys i—i lS *=C—CH--C 
CHA /L-G  f C= C—CH-CH, 
CH, HC Cl--Fe CH 
ger \ 
Ci, — an eel if \ yo —C—CH CH, 
YC) — aa y N d N i 
dl Gi 
H,C” a o. NCH, 
H 


Himin C,,H,,0,N,FeCl. *) 
Experimenteller Teil. 


A. Uber das Mesoporphyrin. 
(Mitbearbeitet von Herrn P. Deihle.) 


Die Darstellung des rohen Mesoporphyrins erfolgte wieder 
nach den Angaben Zaleskis, die Reinigung geschah nach den 
bereits in der ersten Mitteilung gemachten Angaben dadurch, 
daf das in kalter Natriumbicarbonatlésung (40: 1500 Wasser) 
geldste und mit Essigséure wieder gefallte Rohprodukt aus 
8g Haimin mit 100 ccm 10°/oiger Schwefelsiiure auf dem 
Wasserbade 10 Minuten digeriert wurde,?) worauf die Lésung 





1) Vgl. zu diesem Bilde meine Ausfithrungen tiber die Konstitution 
des Hamins und des Dimethylhimins: Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 45, 
S. 1935, und Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 113 (1912). 

*) Das hierbei Ungeliste wurde der gleichen Behandlung noch 
mehrere Male unterworfen, schlieMlich wurden auch die Mutterlaugen des 
salzsauren Mesoporphyrins durch Natriumpikrat gefallt und der erhaltene 
Niederschlag teils durch heiffes Wasser, teils — nach dem Trocknen — 
durch Petrolather von anhaftender Pikrinséure befreit. Das nunmehr vor- 
liegende amorphe Mesoporphyrin wurde dann mit 250 ccm 2,5°/oiger 
Salzsdure angeriihrt, die Lésung filtriert und durch Aufleiten von Chlor- 
wasserstoff krystallisiertes salzsaures Salz zur Abscheidung gebracht. 
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des schwefelsauren Mesoporphyrins abgesaugt und alsdann 
bei niederer Temperatur mit Chlorwasserstoff gesattigt wurde. 
Beim Stehen iiber Nacht setzte sich reichlich salzsaures Meso- 
porphyrin ab, das abgesaugt und mit kalter Salzsdure SO,-frei 
gewaschen wurde. Die Gesamtausbeute betrug 2,3 g, also 29°/o 
des verwendeten Hiémins. 


Analyse. 0,1713 Substanz : 0,3995 CO, und 0,0966 H,O 
0,1312 Substanz : 0,0598 AgCl. 
C,,H,,0,N,-2 HCl Ber.: 63,85°/o C 5,97°%o H 11,11°/o Cl 
Gef.: 63,6°9/o C 6,26°%/o H = 11,27°/o Cl. 

Die Oxydation des aus der Losung von je 2,5 g des salz- 
sauren Salzes mit Hilfe von Natriumacetat gefallten, abge- 
saugten und Cl‘-frei gewaschenen Mesoporphyrins erfolgte in 
der Weise, daf der erhaltene Schlamm in 250g 35°/oiger 
Schwefelséure gelést und die Lésung mit einer Aufldsung von 
3,6 g Chromtrioxyd in 30 g Wasser (12 Atome Sauerstoff auf 
ein Molekiil Mesoporphyrin) versetzt wurde. Zur Einleitung 
der Reaktion wurde schwach erwaérmt; nach dem Stehen tiber 
Nacht erwies sich die Chromsaure als verbraucht, worauf die 
Liésung erschépfend mit Ather ausgeschiittelt wurde. Den 
iitherischen Ausziigen wurde die Himatinséure durch Soda- 
ldsung entzogen, worauf sie getrocknet wurden. Nach Ab- 
destillation des Athers hinterblieben je 0,38 g Imid mit dem 
Schmelzpunkt 67°. Der Sodalésung wurde die Hamatinsdure 
nach dem Ansiuern entzogen, ihre Menge betrug 0,59 resp. 
0,68 g, der Schmelzpunkt der daraus durch Verseifen ge- 
wonnenen Siure C,H,O; lag bei 97°. 

Es war also nach diesem Verfahren nicht ganz je eine 
Molekel der Oxydationsprodukte aus der Mesoporphyrinmolekel 
gewonnen worden. 

Berechnet: 1,4 g Hamatinséiure und 1,09 g Imid. 

Gefunden: 1,27 » ’ >» O,76> » 


Ich méchte noch bemerken, dafs die Leichtléslichkeit des Sulfats, 
die Schwerléslichkeit des Chlorids so sehr an die Verhialtnisse beim 
Himatin erinnert, daf auch hieraus fiir das letztere die Mitbeteiligung 
der Stickstoffatome an der Salzbildung, fiir welche in erster Linie das 
Eisen in Betracht kommt, zu folgern ist. 


i 
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B. Darstellung von Salzen und der «aciden» Form 
des Bilirubins. 


In einer friiheren Mitteilung!) habe ich bereits darauf 
hingewiesen, dafi das Bilirubin in zwei Modifikationen besteht, 
von denen die in Chloroform leichter lésliche beim Aufbe- 
wahren in die schwerer lésliche tibergeht. Als Grund dieser 
Verdnderung glaubte ich eine sich allmahlich vollziehende Poly- 
merisation annehmen zu diirfen. DaB daneben auch noch eine 
andere Verinderung des Molekiils, eine Wanderung von Wasser- 
stoff etwa im Sinne einer Keto-Enol-Umlagerung sich vollzieht, 
glaubte ich bereits aus der Analyse von Silbersalzen verschie- 
dener Bilirubinpriparate folgern zu kénnen. Herr R. Schmiedel 
konnte alsdann die diesbeziiglichen Resultate bestatigen, d. h. 
es war moglich, fast vier Atome Silber in die Molekel Bilirubin 
einzufihren, wenn ein frisch aus Dimethylanilin umkrystalli- 
siertes Praparat verwendet wurde, wahrend idltere Praparate 
nur ungefahr zwei Atome Silber aufnahmen. 

Die Darstellung dieser Silbersalze erfolgte durch Fallen 
der sehr verdiinnten LOsungen der Kalium- oder Natriumsalze 
der betreffenden Bilirubinpraiparate, die mit Hilfe des Alkalis 
in einer zwei Molekeln meist etwas iibersteigenden Menge her- 
gestellt worden waren, durch Silbernitrat oder -sulfat. Die 
entstandenen Niederschlage waren zuerst rostfarben, farbten 
sich aber, trotzdem immer mit ausgekochtem Wasser gearbeitet 
wurde, schnell dunkel und erschienen nach dem Auswaschen 
und Trocknen im Vakuum unter Lichtabschluf als ‘metallisch 
glanzende Stiicke. Ich veranschauliche die Darstellung und die 
Ergebnisse der Analysen durch folgende Tabelle: 


Analytische Belege.?) 


1. 0,2195 Subst.:  0,3519 CO,, 0,0793 H,O und 0,0709 Ag. 
2. 0,1535 >» (120°): 0,2454 CO,, 0,0581 H,O » 0,0503 Ag. 
3. 0,2284 » (115°): 0,3654 CO,, 0,0800 HO » 0,0741 Ag. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 47, S. 294 (1906). 

*) Die unter Nr. 1, 6, 7, 8 und 10 aufgefiihrten Analysen sind von 
Herrn R. Schmiedel, die andern von mir und meinem Assistenten 
J. Eppler bereits 1909 ausgefiihrt worden. 
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1. Aus Dimethylanilin umkrystallisiert 
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7. Aus Dimethylanilin umkryst. 1 VJoig 2'/14 desgl. | 42,8 4 38,44 
1 °/oig 2 "he | 42,78 38,9 


0,2%Joig | 2 | AgNO, | 38,1 40,0 














1%Joig |Qthe » | 0,73°Jo Lésg. Ag,SO, | heii | 38.95 41,13 
| | | | 


al ') Der nicht geliste Teil des Bilirubins wurde abfiltriert, es waren also auch hier etwas mehr als zwei Molekiile 


i~ 


ac Alkali vorhanden. 
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4. 0,2483 Subst. (110°): 0,3958 CO,, 0,0878 H,0. 


0,2225 » (110°): 0,0725 Ag. 
5. 0.1966 » (120°): 0,2953 CO,, 0,0642 H,0. 
0.2145» (120°): 0,0787 Ag. 
6. 0,1685_ » : 0,2643 CO,, 0,0561 H,O und 0,0608 Ag. 
7. 00,1665» : 0,2614 CO,, 0,0600 H,O » 0,0640 Ag. 
8. 0,2058 >» : 0,3228 CO,, 0,070 H,0 » 0,080 Ag. 
9. 0.2638» : 0,3685 CO,, 0,0752 H,O » 0,1055 Ag. 
10. 0,1982  » : 0,2830 CO,, 0,060 H,O » 0,0815 Ag. 


Zu diesen Analysen ist noch zu bemerken, dafi das 
Trocknen bei héherer Temperatur nie eine merkliche Ab- 
nahme gegenitiber dem Vakuum gab, und dal verschiedene 
der Salze auf einen Kaliumgehalt untersucht worden sind, ohne 
dai ein solcher aufgefunden wurde. 

Die Zusammensetzung der Silbersalze schwankt also stark 
und entspricht in den ermittelten Werten einem Gehalt von zwei 
bis zu vier Atomen Silber im Molekiil des Bilirubins, indem sich 
berechnet fiir 

C35H3,Ag,0,N,: 48,99/0 C 43% H 27,4%/o Ag. 

C,,H,,Ag,0,N,: 43,0°%o C 3,8%0 H 36,2%/o Ag. 

C3,H,,Ag,0,N,: 39,3°/0 CG 3,2%o H 44,2°%/o Ag. 


Freilich muf dahingestellt bleiben, ob sich die Salze noch 
vom Bilirubin ableiten, da es nicht méglich war, unverindertes 
Bilirubin daraus wieder herzustellen. Das Silber erweist sich 
als recht fest gebunden; mit Alkalien geben die Salze kolloide 
Lésungen, eine Verdringung des Silbers durch Baryum war 
nicht moéglich, durch Calcium erfolgte sie zum Teil. 

Das Silbersalz Nr. 6 wurde z. B. als Schlamm, d. h. frisch 
gefallt mit einer LOsung von Calciumchlorid geschiittelt, worauf 
filtriert und Ca‘-frei gewaschen wurde. 0,3477 g der getrock- 
neten Substanz gaben dann beim Veraschen: 0,0148 g CaO 
= 38°/) Ca. Ein weiteres Silbersalz wurde noch von Herrn 
Schmiedel aus einem Kaliumsalz folgender Darstellungsart 


gewonnen: 
1 g Bilirubin wurde mit 250 cem Chloroform geschiittelt, 


der ungeléste Farbstoff abfiltriert und aus dem Filtrat das 
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Losungsmittel bis auf 50 ccm abdestilliert. Diese konzentrierte 
Lésung wurde nun mit 15°/oiger Kalilauge geschiittelt, wobei 
sich das Kaliumsalz im festen Zustande abschied, soda’ die 
fliissigen Schichten abgegossen werden konnten, worauf das 
Salz auf einen Tonteller gebracht und durch Betupfen mit 
Wasser von anhangender Lauge befreit werden konnte. Die 
Ausbeuten aus mehreren Versuchen wurden vereint. 


0,602 g dieses Salzes gaben mit Salzséure zersetzt 
0,1344 KCI. 
C,.H,,K,0,N,. Berechnet: 12,03°/o K. Gefunden: 11,7 K. 


0,8 g dieses tibrigens in Alkohol leicht léslichen Salzes 
gaben nun in 100 ccm Wasser gelést mit Silbersulfat einen 
Niederschlag folgender Zusammensetzung: 

41,24°%/o C 3,5°%o H 40,8%o Ag. 
0,2250 Substanz: 0,3402 CO,, 0,0707 H,O und 0,0920 Ag. 


Es waren also auch hier fast vier Atome Silber einge- 
treten. Die Analyse stimmt merkwiirdig genau auf ein aqui- 
molekulares Gemisch der Salze mit 3 und 4 Atomen Silber. 

Wahrend das Silber sehr fest gebunden ist und sich durch 
Baryum nicht verdringen lift, wird letzteres sehr leicht durch 
Calcium ersetzt. 1 g des analog den Silbersalzen hergestellten 
Baryumsalzes — nach dem Trocknen metallisch glénzende 
Stiickchen mit dem fiir die Formel C,,H,,BaO,N, berechneten 
Baryumgehalt von 19,3°/o!) — wurde mit einer Lésung von 
0,31 CaCl, in 100 ccm Wasser im Schiittelapparat lingere Zeit 
behandelt, worauf filtriert und Ca-frei gewaschen wurde. Im 
Filtrat fand sich Ba, das unldsliche Salz enthielt nur noch 
Calcium und zwar in der berechneten Menge: 


0,1278 Substanz: 0,0125 CaO. 
Ber. f. C,,H,,CaO,N,: 6,56°%/o Ca. Gef: 7,00.?) 


Das Zinksalz zeigte nach unseren Analysen keine nor- 
male Zusammensetzung. Unter den fiir die Darstellung des 


') 0,0762 g Subst.: 0,0180 g Asche = 0,0253 g BaSO, = 19,4°/o Ba. 
*) Ganz ahnliche Resultate ergaben sich ja beim Hamatin, Diese 
Zeitschrift, Bd. 66, S. 191 (1910). 
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Silbersalzes eingehaltenen Bedingungen bekam Herr Schmiedel 

ein Salz, das bei der Analyse folgende Werte gab: 

0,2106 Subst.: 0,4561 CO,, 0,0764 H,O und 0,0385 ZnO 
= 59,2°/o Cu 4,03°/o H 14,6°/o Zn. 

Ich habe dann noch ein Zinksalz aus alkoholischer L6- 
sung hergestellt. 

1,4 g reines Bilirubin!) wurden mit 100 ccm 90°/oigen 
Alkohols und 5 ccm n-Natronlauge geschiittelt, vom Ungeliésten 
(0,5 g) filtriert und das Filtrat mit einer alkoholischen Zink- 
acetatlésung im Uberschuf versetzt.?) Der sehr schén rot ge- 
farbte Niederschlag wurde darauf Zn-frei gewaschen und im 
Vakuum getrocknet, wobei er in griinschwarze, metallisch 
gliinzende Stticke tiberging, die fein gepulvert eine braunrote 
Farbe hatten. 

0,2288 Subst. (120°)*): 0,4833 CO,, 0,104 H,O und 0,0330 ZnO 
= 57,61°/0 C  5,02°/o H = 11,67°%/o Zn. 
Ber. C,,H3,ZnO,N,: 60,4 5,35 10,3. 

Das aus diesem Zinksalz mit Hilfe von Essigsiiure wieder- 
hergestellte Bilirubin hatte nun allerdings noch einen Aschen- 
gehalt von 2°/o, gab aber bei der Analyse annihernd richtige 
Werte. 

0,1495 Subst. (110°): 0,3581 CO, 0,0808 H?0, 0,0029 Asche 
0,2058 » (110°): 17,2ccemN bei16,5° und 746 mm B. 

Ber. C,,H,,0,N,: 67,1°/o C 6,3°/o 9,7 °/o N 

Gef. : 66,62 6,12°/o H*) 9,54°/o N 

Mit diesem Befund wird die Angabe von Ké6ster®) in 
seiner Dissertation bestatigt, daB aus dem Calciumsalz Bilirubin 





') 0,1442 g Subst. (110°): 0,3550 g CO, u. 0,0831 g H,O = 67,14%o C 
und 6,4°/o H. 

0,1610 g Subst. (110°): 13,1 ccm N bei 18°, 748 mm = 9,24°/o N. 

*) Jedes Erwirmen ist zu vermeiden, da Zinkhydroxyd auch auf 
Bilirubin in alkalischer Lésung sehr schnell einwirkt, d. h. das Ergriinen 
der alkalischen Lésung tritt bei Gegenwart von Zink sehr viel schneller 
ein. Die Erscheinung soll verfolgt werden. 

3) Beim Trocknen ging die rote Farbe in Braungriin iiber, die Ab- 
nahme betrug 0,0065 g. 

*) Auf aschefreie Substanz bezogen. 

5) Rostock, C. Hinstorffs Buchdruckerei, 1901. 
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regeneriert werden kann. Zugleich wurde dann aber die Be- 
obachtung gemacht, dai sich das aus dem Zinksalz wieder- 
gewonnene Bilirubin im Gegensatz zu dem verwendeten Bili- 
rubin — die Proben wurden neben einander angestellt — in 
einer bei Zimmertemperatur bereiteten Lésung von saurem 
Natriumearbonat wenigstens zu einem grofen Teil auflést. 
Hier muf also eine «aci»-Form des Bilirubins vorliegen, von 
der ich allerdings weitere unterscheidende Merkmale bisher 
nicht angeben kann. Wahrscheinlich ist diese Modifikation in 
Chloroform sehr viel leichter léslich als das gewohnliche Bbili- 
rubin. Wenn man namlich eine alkalische Lésung des Bilirubins 
ansiiuert und die Suspension mit Chloroform ausschiittelt, so 
erhalt man eine Konzentration, wie sie friiher auch bei soeben 
umkrystallisiertem Bilirubin beobachtet worden ist.') 

18,72 g der Loésung enthielten 0,047 g Bilirubin. L6s- 
lichkeitsverhaltnis 1 : 397. 

19,35 g einer zweiten Lésung enthielten 0,0790 Bilirubin. 
LOslichkeitsverhiltnis 1 : 247. 

Die acide Form des Bilirubins wird auch noch aus dem 
Ammoniumsalz erhalten, das sich durch Leichtloslichkeit in 
Methylalkohol auszeichnet. 

2 g Bilirubin wurden in 25 ccm 90°/oigem Methylalkohol 
suspendiert und trocknes Ammoniak eingeleitet, worauf der 
Farbstoff sich sehr schnell und vollstiéndig lost. Die filtrierte 
Losung wurde im Vakuum verdampft, es hinterblieben fast 
schwarze Lamellen im Gewicht von 2 g, die zerrieben ein braun- 
rotes Pulver vorstellten, das an Wasser etwas Substanz abgab. 
Wenn hier eine Ammoniakverbindung vorliegt, so wiirde der 
bei 120° eintretende Gewichtsverlust von 10,22°/< datfiir 
sprechen, dafi das Bilirubin 3—4 Molekiile Ammoniak zu ad- 
dieren vermag. 

0,3230 Substanz verloren bei 120° 0,033 g. 

0,1266 Subst.(120°): 10,8 ccm N bei 10°, 749 mm = 10,06°/o0N. 

Nach letzterer Analyse zu urteilen, war das aufgenommene 
Ammoniak bei 120° wieder vollstandig abgegeben worden, es 


') Diese Zeitschrift. Bd. 47, S. 316 (1906). 
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lag also wieder Bilirubin vor, aber in der «<aci»-Form, denn 
es léste sich in einer kalten Lésung von saurem Natrium- 
carbonat wenigstens teilweise auf, auch war es in Chloroform 
sehr leicht léslich. 

10,7 g einer Chloroformlésung enthielten 0,0889 g Farb- 
stoff. Léslichkeit 1: 121. 


C. Die Esterifizierung des Bilirubins 


geht nach meinen bisherigen Untersuchungen schwieriger von- 
statten als die des Himatoporphyrins. Zwar wirkt auch hier 
eine einprozentige Salzsdure bereits esterifizierend, doch ent- 
steht ein Gemisch, dem Soda nicht methylierte Substanz ent- 
zieht. Erst fiinf bis zehn Prozent Salzséure haltender Methyl- 
alkohol liefert ein sodafestes Produkt. Von meinen Versuchen 
schildere ich den folgenden: 

2 g Bilirubin!) wurden durch 100 cem 90°/oigen Methyl- 
alkohol und 15 ccm methylalkoholisches Ammoniak?) in Lésung 
gebracht und diese LOsung mit 18 ccm 25°/oiger Salzséiiure 
versetzt, so dafi eine in bezug auf Chlorwasserstoff 3°/oige 
Lésung vorlag, die das Bilirubin in feiner Verteilung enthielt. 
Beim kurzen Erwirmen ging es in Lésung, doch wurde im 
ganzen zwei Stunden am Riickflu{kiihler erhitzt, worauf der 
Methylalkohol abdestilliert wurde. Der Riickstand wurde chlor- 
frei gewaschen, auf FlieSpapier und dann im Vakuum ge- 
trocknet. Da eine Probe dieses Produktes aber durch warme 
Sodalésung allmahlich in Lésung ging, wurde der Rest in 
Chloroform gelést und der Lésung 20 ccm Methylalkohol und 
8 ccm 25°/oige Salzsaiure zugefiigt, worauf sie 10 Minuten lang 
im Sieden erhalten wurde. Nach Zusatz von Wasser wurde 
die Chloroformschicht getrennt, noch einmal mit Wasser und 
dann mit verdiinnter Sodalésung behandelt, bis letztere sich 





1) Die Analyse dieses Priiparats ist auf Seite 475, Anm. 1, an- 
gegeben. 

*) 1 ccm derselben entsprach 2,9 ccm n-NH,, so daf also 33,5 n-NH, 
angewendet worden sind, d. h. aber fast 10 Molekiile Ammoniak auf 
1 Molekiil Bilirubin. Auch in wiasseriger Lésung braucht man weit mehr 
als die berechnete Menge Ammoniak, Bilirubin als zweibasisch ange- 


nommen. 
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nicht mehr farbte,!) worauf getrocknet und das Chloroform 
bis auf einen kleinen Rest abdestilliert wurde. Dieser wurde 
durch Ather gefillt, der entstandene Niederschlag abgesaugt, 
mit Ather nachgewaschen?) und im Vakuum getrocknet. 

Dieser aus Eisessig wenn auch nur undeutlich krystalli- 
sierende Korper stellt ein schwarzgriines Pulver vor, das von 
Sodalésung auch in der Wirme nicht angegriffen wird, auch 
kalte Natronlauge ist ohne Einflu8, beim Erwarmen geht Sub- 
stanz in Lésung. Aus letzterer fallen Séuren einen in Chloro- 
form mit griiner Farbe léslichen K6érper. Die Gmelinsche 
und die Ehrlichsche Diazoreaktion fallen mit dem Ester po- 
sitiv aus, dagegen versagt die noch bei Spuren von Bilirubin 
kenntliche Kondensation mit Formaldehyd unter dem Einfluf 
konzentrierter Schwefelsiiure, die sich hier durch eine intensive 
Blaufirbung bemerkbar macht. Die Ausbeute betrug etwa 1,5 g. 

Die Analyse gab folgendes Resultat: 

I. 0,13882 Subst. (120°) : 0,3348 CO, und 0,0790 H,0. 

0.1981 » (110°): 0,1273 AgJ (Zeisel). 

Bei anderen Darstellungen, die dhnlichen Verlauf ge- 
nommen hatten, aber mit weniger reinem Bilirubin ausgefihrt 
worden waren, geben die sodafesten Anteile auch aéhnliche Werte. 

II. 0,1053 Subst. (110°) : 0,2535 CO, und 0,0598 H,0. 

0,1343  » (120°) : 0,38226 CO, und 0,0754 H,0. 
0,0882 » (120°): 6,8 cem N, 9,5°, 753 mm. 
0,0909 » (110°): 0,0618 AgJ (Zeisel). 

IT. 0,0816 » (110°): 0,1974 CO, und 0,0475 H,0. 

0,0705 » (110°) :0,0502 AgJ (Zeisel). 
C.,H,,0,N,- | Berechnet: Gefunden : 
] II Ill 
% C 66,23 66,07 65,66 65,51 65,98 
%o H 6,49 6,36 6,3 6,24 6,51 
%o N 9,9 9,16 
2 CH, °/o 4,87 4,1 4,34. 4,54 


') Die Soda nahm sehr geringe Mengen scheinbar unveranderten 
Bilirubins fort: die Lésung war orange gefarbt, die aus dieser Lésung 
durch Schwefelsaure gefillte Substanz enthielt kein Methyl. 

*) Hierbei bleibt Substanz in Lésung. 
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Neben dieser Formel kommt auch die um zwei Wasser- 
stoff-Atome drmere in Betracht, welche darauf schlieBen liebe, 
daf eine Oxydation durch den Sauerstoff der Luft eingetreten 
wiire. Zur Sicherstellung des Resultats, dali obiger Kérper sich 
durch einmalige Methylierung und einmalige Einlagerung von 
Methylalkohol aus Bilirubin gebildet hat, soll daher der Methy- 
lierungsprozefi unter Abschluf8 von Luft wiederholt werden. 
Auch sind Versuche in Angriff genommen worden, das Bili- 
rubin in alkalischer Lésung durch Methylsulfat zu methylieren. 

Ich bitte daher ausdriicklich darum, mir die Alkylierung 
des Bilirubins tiberlassen zu wollen. 


D. Die Oxydation des Bilirubins. 


Die erste Beobachtung vom Auftreten des «Imids» bei 
der Oxydation des Bilirubins machte Herr Schmiedel in 
meinem Institut. Ich schildere den Versuch nach den Angaben 
in der Dissertation des Genannten. 

4g B-Bilirubin') wurden in 100 cem 50°/oiger Schwefel- 
siiure dadurch gelést, daf kleine Mengen des Farbstoffs auf 
eine breite Flache der Saéure geschichtet wurden, das Ein- 
tragen weiterer Mengen wurde erst fortgesetzt, wenn voll- 
stiindige Lésung der ersten Anteile eingetreten war. ?) 

Die erhaltene schwefelsaure L6sung wurde auf 0° abge- 
kihlt und unter Turbinieren tropfenweise die Losung von 10 g 
Chromséure in 20 ccm Wasser zugegeben, wahrend welcher 
Operation die Temperatur nicht iiber 3° stieg, sodaB das Ein- 
tropfen etwa 1!/2 Stunden in Anspruch nahm. Die stark 
schaumende olivgriin gefarbte Fliissigkeit wurde dann noch 
eine weitere Stunde turbiniert, schlieBlich erschépfend mit 
Ather ausgezogen und der atherischen Lisung die sauren 
Koérper durch eine verdiinnte Sodalésung entzogen, worauf sie 


‘) B-Bilirubin ist der Anteil des rohen Bilirubins, der nach der 
Extraktion der Gallensteine im Chloroform gelist bleibt und durch Fallen 
mit Alkohol isoliert wurde. 

*) Beim Anreiben von Bilirubin mit Schwefelsdure entzieht sich 
immer ein Teil der Lésung, dadurch daf er in einen harzigen Kuchen 
iibergeht. 
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mit Natriumsulfat getrocknet wurde. Nachdem dann der Ather 
abdestilliert worden war, hinterblieb ein brauner, stechend 
riechender Sirup. Dieser wurde zunachst iiber Natronkalk im 
Vakuum getrocknet, wonach der stechende Geruch verschwunden 
war, die nunmehr wachsartige Masse zeigte bereits den charak- 
teristischen Geruch nach dem «Imid». Zur Reinigung wurde 
sie mit 40°/oiger Salzsiure und Ather behandelt und die mit 
Wasser gewaschene und getrocknete atherische Lésung vor- 
sichtig verdunstet. Es hinterblieben nadelférmige Krystalle, 
die den charakteristischen Geruch des Methylathylmaleinimids 
zeigten. Leider reichte ihre Menge nicht einmal zu einer Be- 
stimmung des Schmelzpunktes hin. 

Aus den in der Sodalésung verbliebenen sauren Anteilen 
konnte Himatinséure (es wurden 0,87 g des charakteristischen 
Calciumsalzes der Séure C,H,O;) und Bernsteinséiure (Schmelz- 
punkt 182°) isoliert werden. Der so wichtige Befund, daf bei 
der Oxydation eines Bilirubinpraparates das «Imid» entsteht, 
soll wiederholt werden, sobald mir einmal wieder grodfere 
Mengen von Bilirubin zur Verfiigung stehen. Leider bin ich 
in den letzten Jahren von meinem Hauptlieferanten in Stich 
gelassen worden. 

Das Auftreten des «Imids» wurde alsdann auch noch von 
mir bei der Oxydation des Bilirubins in alkalischer Lésung 
beobachtet. 

10 g Rohbilirubin wurden mit Hilfe von 105 cem 15°/oiger 
Kalilauge (also etwa 14 Molekiile KOH) zum Liter gelést und 
diese Lésung nach zweitiagigem Stehen auf die Hialfte einge- 
dampft, wonach 30 cem 3°/oiger Wasserstoffsuperoydlésung zu- 
gefiigt wurden (1!/2 Atome QO). Alsdann wurde durch ver- 
diinnte Schwefelsiiure vorsichtig sauer gemacht, wobei sich ein 
sehr charakteristischer Geruch bemerkbar machte und ein Nieder- 
schlag auftrat, von dem filtriert wurde. 


Filtrat. 


A. Das Filtrat wird erschépfend ausgeéthert, worauf es 
nicht mehr riecht, der atherische Auszug wird mit Sodalésung 
geschiittelt, die den riechenden Koérper fortnimmt. 
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a) Die verbleibende atherische Lésung wird zu weiteren 
Ausschiittelungen verwendet. 

b) Die Sodalésung wird durch 0,1°/oige Kaliumperman- 
ganatlésung oxydiert, bis eine Probe beim Ansauern nicht mehr 
den eigentiimlichen Geruch gibt, dann angeséiuert und ausge- 
iithert. Der Ather hinterléft typisch krystallisierte Himatin- 
siure C,H,O,. Der riechende Korper stellt also eine Vorstufe 
dieser Saéure vor. Analyse des Kalksalzes der Haimatinséuren 

0,1104 g : 0,0311 CaO = 20,14°/o Ca. 

B. Das erschépfend ausgeatherte Filtrat wird wieder alka- 
lisch gemacht und dann stark eingedampft, beim Wiederansauern 
tritt kein Geruch mehr auf. Die mit Ather hergestellten Aus- 
ziige werden wieder mit Sodalésung behandelt. 

a) Die verbleibende &therische Lésung wird zu weiteren 
Ausschiittelungen verwendet. | 

b) Die Sodalésung wird angesaduert, wobei jetzt der typische 
Geruch nach bisubstituierten Maleinsauren auftritt. Es wird mit 
Wasserdampfen destilliert, wonach sich zeigt, dab a) eine ather- 
lésliche Saure hdchstens spurenweise zuriickgeblieben ist. 

8) Das Destillat wird mit Barytwasser alkalisch gemacht 
und stark eingedampft, der Riickstand mit Salzséure angesiuert 
und die saure LOsung wieder ausgeathert. Die itherische Lésung 
wird mit Kalkwasser ausgeschiittelt, der Uberschu8 des Ca durch 
Einleiten von Kohlensaure entfernt, das Filtrat vom Calcium- 
carbonat eingedampft und der Riickstand mit wenig Wasser auf- 
genommen. Da diese Losung beim Erhitzen keine Ausscheidung 
gab, wurde sie mit Alkohol gefallt und der Niederschlag im 
Vakuum getrocknet. 

0,0554 g Substanz (110°) : 0,0323 g CaSQ,. 

Ber. fiir: C,H,CaO, -- H,O: °/o Ca 18,7. Gef.: 17,1. 


Niederschlag. thm haftet ein charakteristischer Geruch 
an. Er wird daher in eine Kochflasche gespiilt, mit Ather iiber- 
schichtet und die Schichten zur Vermeidung von Emulsionen 
nur sanft bewegt, der Ather wird dann abgegossen und die Be- 
handlung mit Ather 6fters wiederholt. Die atherischen Lésungen 
werden sodann mit Sodalésung extrahiert und getrocknet. Nach 
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Abdestillation des Athers verbleibt das typisch riechende Imid 
und zwar erscheint ein Uhrglas von 5 cm Durchmesser von 
den Krystallen tiberzogen. Leider reichte die Menge, da die 
Substanz noch nicht ganz rein war, auch hier nicht zur niheren 
Charakterisierung hin. 

Aus der Sodalésung wurde dann auf die bereits an- 
gegebene Weise noch etwas Himatinsiure isoliert. 

Nachdem, wie soeben geschildert, dem Niederschlag die 
noch anhingenden atherléslichen Teile entzogen worden waren, 
wurde er erneut in einem Liter 1,5°/oiger Kalilauge gelost, 
der Ather durch Erwiirmen entfernt, und in die auf 3° ab- 
gekiihlte L6sung 310 ccm einer 3,1°/oigen L6sung von Kalium- 
permanganat eingetragen, die gleichfalls abgekiihlt worden war. 
Diese Operation, die unter Turbinieren durchgefiihrt wurde, 
nahm etwa eine Stunde in Anspruch, worauf vom Manganschlamm 
abfiltriert und dieser Niederschlag ausgewaschen wurde. Da das 
alkalische Filtrat an Ather nichts abgab, wurde angesduert, 
ein hierbei entstehender bedeutender Niederschlag — er wog 
nach dem Trocknen 5 g — abfiltriert und das Filtrat ausge- 
iithert. Nach Abdestillation des Athers verblieb ein Riickstand, 
der, nach dem typischen Geruch zu urteilen, eine bisubstituierte 
Maleinsiiure enthalten mute. Etwas gréBere Mengen derselben 
wurden noch erhalten, nachdem die ausgeatherte saure Fliissig- 
keit, wieder alkalisch gemacht, auf ein kleines Volumen konzen- 
triert und nach dem Ansiiuern erneut ausgeithert worden war. 
Aus diesen Atherriickstinden wurden dann auf die bereits an- 
gegebene Weise Baryumsalze hergestellt. Die Lésung derselben 
in kaltem Wasser schied beim Erhitzen ein hierbei schwer 
ldslich werdendes Salz ab, allerdings wurden keine charakte- 
ristisch ausgebildeten Krystalle erhalten. 


0,0902 g Substanz (100°) : 0,0660 g BaSQ,. 
Ber. fiir: C,H,O,Ba 4+- H,O : °/o Ba 44,05. ~— Gef.:_ 43,1. 
Ein anderer Teil wurde aus der wasserigen Loésung durch 
Alkohol gefallt, er wurde nach dem Trocknen als ein gelbliches 


Pulver erhalten. 
0,2494 g Substanz (110°) : 0,1866 Ba = 44,04°/o Ba. 
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Beim Auflésen beider Salze in verdiinnter Salzsaure ent- 
wickelte sich ein starker Geruch nach der bisubstituierten 
Maleinsiéure. Es ist nach allem das Auftreten des Methylathyl- 
maleinsaureanhydrids bei der Oxydation des Bilirubins in alka- 
lischer LOsung zwar nicht sicher bewiesen, aber héchst wahr- 
scheinlich gemacht. Es mu aber der Komplex des Bilirubins, 
der das Imid resp. Anhydrid der Methylithylmaleinséure liefern 
kann, in anderer Weise als im Himatin dem grofen Verbande 
einverleibt sein, so dafi er nur schwierig abzutrennen ist, woraus 
sich dann die sehr geringen Ausbeuten an dem gesuchten Korper 
erklaren. 

Herrn Prof. Windaus bin ich zu grobem Danke verpflichtet 
fiir Uberlassung von Riickstiinden aus menschlichen Gallen- 
steinen, aus denen ich Bilirubin gewinnen konnte. Ich méchte 
ihm auch an dieser Stelle herzlichst danken. 


Stuttgart, am 23. November 1912. 











EinfluB der Reaktion auf die Ptyalinwirkung. 


Von 


W. E. Ringer und H. van Trigt. 





(Mit drei Kurvenzeichuungen im Text.) 


(Aus dem Laboratorium fiir physiologische Chemie der Universitat Utrecht.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. November 1912.) 


Der eine von uns (v. T.) hat sich im hiesigen Laboratorium 
einige Zeit mit der Frage nach dem EinfluB der Diat auf die 
Ptyalinaktivitét des Speichels beschaftigt. Die Resultate anderer 
Forscher auf diesem Gebiet sind zum Teil einander recht wider- 
sprechende und auch van Trigts Resultate waren insoweit 
nicht eindeutig, als zwar im allgemeinen ein Diiteinflu8 aus 
den Versuchen hervorzugehen schien, aber daneben von Zeit 
zu Zeit ohne nachweisbare Ursache ganz aus der Reihe fallende 
Werte erhalten wurden. 

Nun k6énnen Aktivitiéitsschwankungen auf verschiedene 
Weise zustande kommen. Die Enzymkonzentration kann sich 
iindern oder die «Aktivitaét» an sich kann zu- oder abnehmen 
und Anderungen dieser Aktivitiit kénnten auch durch eine die 
Enzymwirkung beeinflussende Konstitution des Milieus hervor- 
gerufen werden. So kénnte es z. B. sein, dafi der Organismus 
den geiinderten Bedingungen sich, ohne Anderung der Enzym- 
konzentration, nur mittels einer geeigneteren Zusammensetzung 
des Milieus anpaBte. Dabei war in erster Linie an die Kon- 
zentrationen der die Reaktion beeinflussenden Ionen, besonders 
H- und OH-lonen, weiter auch Cl- und andere Ionen zu denken. 
Auf jeden Fall war es erwiinscht, erstens den Einfluf dieser 
lonen genau zu kennen und zweitens Anderungen der Kon- 
zentrationen dieser lonen zu verzeichnen, um die Resultate der 
Versuche so viel wie méglich tibersehen zu k6nnen. 
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Was nun den EinflufB der Wasserstoff- und Hydroxylionen 
auf die Ptyalinwirkung betrifft, so widersprechen auch hier 
die bisherigen Untersuchungen einander sehr, indem der eine 
die Wirkung von Sauren, der andere von Alkali gefordert glaubt.') 
Wir haben es denn auch fiir erwiinscht gehalten, diesen Ein- 
flu8 der fiir die meisten Enzymwirkungen so wichtigen H- und 
OH-Ionen zu studieren. 

Wir haben uns dabei im allgemeinen den von Sérensen?) 
in seinen bahnbrechenden Arbeiten tiber den Einfluf der Wasser- 
stoffionenkonzentration auf Enzymwirkungen (Invertin, Katalase, 
Pepsin) verwendeten Methoden angeschlossen. 

Der Gang der Untersuchung war folgender: Zur Dar- 
stellung der gewiinschten H-lonenkonzentrationen wurden ver- 
schiedene Puffergemische verwendet, und zwar Phosphatge- 
mische, Citrat- und Acetatgemische. Alle Versuche wurden bei 37° 
im Thermostaten ausgefiihrt (Temperaturschwankungen +0,05° ). 

Als Substrat diente Amylum, als Enzym filtrierter Speichel. 
Die Wirkung des Enzyms wurde durch Titration der Digestions- 
fliissigkeit nach Bertrand, weiter durch Polarimetrie und durch 
die Jodreaktion bestimmt. 


A. Versuche mit Phosphatlésungen. 


In Erlenmeyer-Kolben von 300 ccm’) wurden gebracht 
10 ccm einer Phosphorséurelésung von 1,485 n. Dazu wurden 
wechselnde Mengen Natronlauge von 0,5670 n und Wasser bis 
zu einem Gesamtvolumen von 50 ccm gegeben. In jeden Kolben 
kamen weiter 200 ccm einer Amylumlésung, welche immer in 
ganz derselben Weise dargestellt wurde. 25g getrocknetes 
Amylum wurden mit einem Liter Wasser bis zum Sieden er- 
hitzt und etwa eine Minute im Sieden erhalten, sodann abge- 
kiihlt und mit Wasser auf genau 21 angefiillt. Dann wurde 





1) Man siehe die Literatur in Hammarstens Lehrbuch der 
physiologischen Chemie. 

?) Comptes rendus des travaux du Laboratoire de Carlsberg, 8¢ Vo- 
lume, 1re Livraison, 1909. 

5) Alle gebrauchten Glasgefiffe waren aus Jena-Glas und wahrend 
15 Minuten ausgedamptft. 
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durch Glaswolle oder auch wohl Nesseltuch filtriert. Die Kolben 
einer Versuchsreihe wurden mit derselben Amylumlésung ver- 
sehen, bisweilen muBbten denn auch 41 der Amylumlésung auf 
einmal gemacht werden, so sind die Versuche einer jeden Reihe 
untereinander ganz vergleichbar. Die Kolben mit Phosphat- 
gemisch und Amylumloésung, zusammen 250 ccm, wurden vor- 
gewirmt bis auf 37°, mit Bleibelastung und Porzellandeckel 
versehen und in den Thermostaten auf 20—30 Minuten auf 
ein Drahtnetz hingestellt, wobei das Niveau im Kolben einige 
Zentimeter unter dem Wasserniveau des Thermostaten sich 
befand. Dann wurden 2 ccm der Enzymlésung zugegeben unter 
energischem Schiitteln und 20 Minuten, wihrend welcher Zeit 
Ofters geschiittelt wurde, digeriert. Nach Ablauf dieser Zeit 
wurde der Kolben in siedendes Wasser gebracht und darin 
regelmifig geschiittelt. Wenn die Innentemperatur 90° war, 
wurde Kolben mit Inhalt in kaltem Wasser abgekiihlt. Die 
Enzymwirkung wurde also nicht in einem Momente abgebrochen, 
aber die Kolben wurden immer in ganz derselben Weise be- 
handelt und so waren Fehler in der Zeitbemessung der Diges- 
tionszeit nicht zu_befiirchten. 

Nach einigen Orientierungsversuchen wurden nun folgende 
Versuchsreihen angestellt. 


1. Versuchsreihe. Digestionsdauer 20 Minuten. 


Die Wasserstoffionenkonzentrationen wurden in L6sungen 
derselben Phospbatgemische, aber zu welchen anstatt 200 ccm 
Amylumlésung und 2 ecem Enzymlésung 202 ccm Wasser gegeben 
waren, bestimmt und zwar elektrometrisch mit Normal-Kalomel- 
elektroden und nach der Schaukelmethode Hasselbalchs,') 
nachdem sich auch in unserem Laboratorium gezeigt hatte, 
dal} in dieser Weise bei richtigen Elektroden genaue Resultate 
erzielt werden kénnen. Die Temperatur war dabei 18°. 

Die Bertrandschen Titrationen sind auf Milligramme Kupfer 
berechnet pro 100 ccm Digestionsfliissigkeit. Die Drehungen 
beziehen sich auf das 10 cm-Rohr und Zimmertemperatur. 


1) Biochemische Zeitschrift, Bd. 30, S. 317 (1910). 
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1. Versuchsreihe. Enzym v. T., filtriert. Digestionsdauer 20 Minuten. 























— 
| } 
| 








Phosphor- | | | Jod- 
Nr.| Saure- NaOH H,0 Amylum Enzym «Bertrand» Dre- reak- | p 
~ "| lésung | | hung) | 
tion 
ccm | cemicem cem | com | mg Cu | 
10 | 13,4266 200/ 2 |] #«297110 | —| — | 5,186 
2 10 13,7 26,3, 200 | 2 182,15 a, on 
3 10 14 26 200 | 2 212,30 — | 5,80 
4 10 15 25 200 2 218,95 —| — | 6a 
5 10 | 16 24 200) 2 214,85 — — | 6,40 
6 10 18 22 | 200; 2 | 176,50 — | —— | @as 


2. Versuchsreihe. Enzym v. T., filtriert. (Zu jeder Reihe wurde neues 
Enzym und neue Amylumlésung verwendet.) 
Digestionsdauer 20 Minuten. 





























Phosphor- . * dcanas|Dre-| 2 | 
Nr. | iia NaOH H,0' Amylum |Enzym «bet trand» 2 reak- | py 
| | lung ; | 
| | | tiom | 
/ ecm =| cem jccm) ccm ccm | mg Cu 
1 10 | 14 26) 200) 2 as | | — | — 
2; 10 | 14,5255) 200 | 2 187,25 —| — | 5,96 
3 10 15 25 200 | 2 | 185,7 —-{|—j|-— 
‘ | | 
4 10 | 15,5245 200 | 2 | 17605 | —| — | 6,38 
5 10 16 24 200; 2 | 168,85 am | a | om 


4. Versuchsreihe. Enzym v. T., filtriert. p,;y in den Digestionslésungen 
bestimmt. 
Digestionsdauer 20 Minuten. 





| | | | | | 
Phosphor-| | ™ : Dre- | Jod- 
Nr.| eture NaOH | H,0 | Amylum |/nzym | « ertrand> pong reak- | py 
} | Mi- | 
| 
| 
| 





nuten| tion | 
| 
| 





| 
| 
| ccm | ccm )cem | ccm 
| 
| 


ccm mg Cu | 
10 | 14 26 | 200/ 2 | 140,45 192.8) blau | 5,86 
| 10 | 14,325,7, 200} 2 | 14685 (1912 > 6,04 


| 14,6.25,4, 200 | 
| 10 | 14,9'25,1) 200 | 
| 10 | 15,2248 200 


142,75 190,0, » | 6,13 
141.25 1920 » | 621 
139.20 (1928) » | 6,26 


Tn SC 
_ 
So 

mo Ww vo 
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4. Versuchsrethe. 
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Py in den digerierten Lésungen bestimmt. 


Digestionsdauer 20 Minuten. 





Enzym R., filtriert und mit 3 Volumen Wasser verdiinnt, 

















| 














Phosphor-| | | Amy-| En- | Dre- | 
Nr.| sure NaOH H,0 iy SE Bertrand» — Sodueshtion DH 

| | Lenten | 

ccm vem jcem) com} cem}| mg Cu | | 
1; 10 | 18 27 200 | oe eeeeanton | ie blau 4,53 
2 | 10 13,5 26,5 200 | 2 | 180,10 188 blau, Spur violett | 5,33 
3 10 14 26 |200, 2 234,80 (186 | violett, Spur blau| 5,86 
4 10 | 14,525,5 200) 2 | 244.55 185 violett 6,05 
5) 10 15 25 200 2 | 235,40 |186,5) violett, Spur blau! 6,24 
6) 10 15,5 24,5) 200 | 2 | 223,60 188 violett blau 6,30 
7 10 17 23 | 200, 2 | 179,10 191,6) blau, Spur violett | 6,61 
gs! 10 20 20 }200) 2) 10540 |195 blau 7.01 





5. Versuchsreihe. Enzym D., filtriert, py, in den digerierten Lésungen bestimmt. 


Digestionsdauer 20 Minuten. 























| 
‘Phosphor- _ | amy-| Enz-| | Dre- 
Nr.|  csure wins will iin | aga montane pg Jodreaktion Pi 
| | | | : inuten 
ccm cem jcem| cem | ccm, mg Cu | 
10 | 13,2268 200 2 | 106,45 194 | blau 4,90 
2 | 10 13,5,26,5, 200 | 2 194,50 190,38 blau, Spur violett} 5,52 
3] 10 | 14 26 200 2 251,25 190 | violet blau | 5,83 
£{ 10 14,5 25,5 200 | 2 270,10  189,7; violett, Spur blau| 6,08 
5) 10 15 2% 200) 2) 2120 188 violet 6,19 
6| 10 15,524.5 200) 2 | 265,55 191 | violett, Spur blau| 6,37 
7/ 10 | 17 (28 200 | 2 | 220,55 192 | violett blau 6,61 
8 10 20 20 (200) 2) 156,60 195 | blau + 7,08 


Aus diesen Versuchsreihen geht hervor, dai mit Enzymen 
verschiedener Herkunft (v. T., R., D.) und von sehr verschie- 
dener Aktivitiét (Enzym R. mufte stark verdiinnt werden) eine 
gleiche Beeinflussung der Wirkung des Enzyms durch die Cy 


hervortritt. 
Phosphatpuffer an sich einen EinfluB ausibt. 


Es war aber nicht unwahrscheinlich, dai der 


Es wurden 
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darum zwei Versuchsreihen mit gleichem Enzym, aber a) mit 
10 ccm Phosphorsiure, b) mit 2 cem Phosphorsiiure angestellt. 
Sollte der optimale py hier keine Anderung zeigen, so war ein 
grOBerer spezifischer Phosphateinflu{B weniger wahrscheinlich. 

6. Versuchsreihe. Enzym R. mit 3 Volumen Wasser verdiinnt, 


Py in den digerierten Lésungen bestimmt. 
Digestionsdauer 20 Minuten. 




















as cman | | 

‘Phosphor- | Amy-; En- | Dre- | | 
Nr.| sdure oan H,0 lum | zym Sedan — Jodreaktion | py 

| | ; nuten | 

; ccm | ccm jccm) cem | ccm) mg Cu | | 
af} 10 | 13,3267 200 2 149,40 198 blau (5.01 
2/ 10 | 14 26 | 200, 2 278,90 194,8 violet, Spurblau | 5,86 
3B, 10 | 14,5.25,5 200 2 282,95 190 violett 6,025 
4| 10 | 15 |25 | 200) 2 272,20 193 | violett, Spur blau) 6,24 
5 10 | 17 23 | 200; 2 217,95 197.3 blau, Spur violett | 6,596 
bi] 2 | 26 45,4 200' 2 | 30645 1913) violet! 5,72 
2| 2 | 2,7/45,3) 200| 2 316,20 190 | violett 6,065 
3 2 | 98145,2 200! 2} 31820 |189 | violet 6,255 
s 2 | 29/451 200' 2 | 998,75 [191 | violet, Spur blau! 6,35 
5 2 | 32448 200! 2 | 23380 [193 | blau. Spur violett | 6,47 





Aus dieser Versuchsreihe geht hervor, dafi bei 5facher 
Verdiinnung des Phosphatpuffers der optimale py sich nur sehr 
unwesentlich verschiebt. 


b. Versuche mit Citratl6sungen. 


275 g reinste Citronensdure (pro analysi) wurden in reines 
Wasser geldst, 105 g NaOH (Mercks e natrio pro analysi) 
zugegeben und bis auf ein Liter mit Wasser angefiillt. Wechselnde 
Mengen dieser Citratlosung wurden mit wechselnden Mengen | 
NaOH-Lésung (0,5670 n) zusammengebracht und mit Wasser 
bis auf 50 ccm angefiillt. Im tbrigen war der Gang der Ver- 
suche wie bei den Phosphatmischungen. 

20 ccm der Citratl6sung mit Wasser bis auf 250 ccm 
angefiillt hatte einen py = 4,915. 
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7. Versuchsreihe. Enzym RK. unverdiinnt. py in den digerierten Lésungen 
gemessen. 
Digestionsdauer 20 Minuten. 


LLL 








,, Citrat) NaOH H,O asi tel _—— e ot | 
Nr. =~ | lum |zym Mi- Jodreaktion Py 
ccm | ccm cem ccm, cem|) mg Cu | nuten | | 

1| 10 1,16 38,84 200 2 38,90 | 200 blau 5,17 
2/ 10 7,35 [32,65 200 | 2 96,70 | 197,3 blau | 3,53 
3) 10 12,40 27,60 200 | 2 180,65 = 195,7 | blau, Spur violett | 5,83 
4 | 10 = 14,70 (25,30 200 2 | 227,15 | 193,6 | violett, spur blau 3,00 
5 | 10 15,96 24,04 200 | 2 | 244,05 «| 192 | violett 6,09 
F | 10 = 17,32 22,68 200 2 284,50 192.5 | violettrot | 6,22 
7 | 10 18,03 |21,97 200 | 2 | 308,00 190.3 | rot | 6,28 
8 | 10 19,55 20,45 200) 2 | 343,80 (188 | hellrot | 6,48 


Die optimale Reaktion wurde hier nicht erreicht, sie ist 
im Vergleich mit den Versuchen mit Phosphatpuffern jedenfalls 
stark nach den kleineren Wasserstoffionenkonzentrationen ver- 
schoben. Weiter ergibt sich, daB die Citratgemische einen stark 
hemmenden EinfluB ausiiben, das sehr aktive Enzym R. hier un- 
verdiinnt verwendet, gibt keine besonders hohe Digestion. Diese 
Hemmung scheint bei den weniger sauren L6sungen abzunehmen. 





Fnzym R. unverdiinnt, py in den digerierten Lésungen 
gemessen. 
Digestionsdauer 20 Minuten. 


Tn ________________) 
——_ : 


8. Versuchsreihe. 

















- - ‘Amy-| En- | | Dre- 
Nr. Citrat | NaOH sitll oes oe ar ag Jodreaktion PH 
wi 
cem | cem | ccm} cem oe mg Cu nuten 
1) 10 (147 25,3 200! 2 | 247,60 | 195!  blauviolett ” [5,99 
2 10 | 19,57 20,43 200 2 | 357,15 | 189!  rotviolett (6,49 
3 10 | 19,94 20,06 200; 2 | 380,15 | 189 | rot, Spur violett [6,526 
4 10 20,40 19,6 200) 2 | 380,65 | 188 | rotbraun _—(6,62 
5» 10 213 187) 200 2) 89600 | 187}  rotbraun {6,73 
6 10 (221 17,9!) 200 2 33865 | 187 | rot, Spur violett 7,09 
7 10 23 |17,.00 | 200; 2 183,15 | 197 | blau, spur violett 7,425 
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9. Versuchsreihe. Enzym R., mit 1 Volumen Wasser verdiinnt, 
Py in den digerierten Lésungen gemessen. 
Digestionsdauer 20 Minuten. 





| 
| | Dre- | 











Xp, Citrat NaOH H,0 ae «Bertrand»! hung) jy areaktion | “ 
| rl Mi- 
| cem | ecm em! com ‘ecm, = mg Cu nuten | 
1 >) | 3,0 40 200 | 2 81,35 =| 202.7 | blau 5,80 
2, 5 | 820.368 200 2 139,70 200 | , 6.26 
5) 5 | 9,78 35,22 200 | 2 | 158,10 | 197 blau, Spur violett 6,55 
4 5 | 10,20 34,80 200 2 | 147,85 | 199.3 | blau, Spur violett |6,74 
5) 65 (| 10,65 34,35 200 2 | 12845 |201 |  dblan 6,85 
6) 5 10,90 34,10 200) 2 | 107,95 | 202,7 7,046 
7) 5 | 11,05 33,95 200 2) 90,05 | 204 > 7,11 
8| 5 11,30 33,70 200, 2; 60,90 | 204,5 7,41 
9 5 | 11,60 33,40) 200 2 Seige steno 205 : 7,497 





| i 
' ' 


Aus diesen Versuchen geht hervor, dafi der optimale py 
bei den Citratmischungen nach den kleineren Wasserstoffionen- 
konzentrationen verschoben ist, dal diese Verschiebung aber 
bei kleineren Citratkonzentrationen geringer ist. 


C. Versuche mit Acetatlésungen. 


Eine Natriumacetatlésung (170g pro Liter) wurde mit 
wechselnden Mengen 1°/oiger Essigsiure versetzt. Zuerst 
wurden einige Bestimmungen von py in reinen Acetatmischungen 














ausgefiihrt. 
| | | 
Lésung von Na-Acetat | Essigsiure etwa 1°/o | Wasser | p ; 
H 
ccm ccm | ccm | 

10 0 | 16 06©6d|CO7,58 

10 2 113 | 6,25 
10 5 110 | 5,856 ; 
10 | 10 105 | 5,54 | 
10 20 | 95 | 9,26 | : 


Pe ee ee ee — 








W. E. Ringer und H. van Trigt, 


Nachdem also die Acetat-Essigsdure-Kurve bestimmt war, 
wurde folgende 10te Versuchsreihe angestellt. Enzym R. mit 
3 Vol. Wasser verdiinnt, py in den digerierten Lésungen 
bestimmt. 


Digestionsdauer 20 Minuten. 

















| | 

'Essig-|_ |Amy-| En- | Pena | 
Nr. ee ee | - oe ia iestiniieaiaaal! mane Jodreaktion | PH 

| | } | | | Ex | 

/ ccm | ccm |cem)} cem|cem| mg Cu | nuten | 
1) 20 0 30/200) 2) 47,60 | tritbe | blau 7,297 
2} 20 1 29 200 2 | 137,65 | 202 | blau, Spur violett 6,65 
3/ 20 | 2 | 28 | 200; 2 | 182,65 199 | blauviolett 6,55 
;+ 2 4 26 200, 2) 221,05 | 198 | Ddlauviolett 6,21 
5D) 20) 56 | 244 200) 2 | 22205 | 195 | violettblau 6,106 
6| 20 7 | 23/200) 2 | e155 | 197 | violettblau 3,98 
7| 20 | 12 18 200 | 2 | 200,05 | 199 |  blauviolett 5,78 
s 20 30 | 0 |} 200! 2 | 11820 | 200) blau 5,37 

300 F— V] 
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Fig. I. 
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Sehen wir uns die Kurven der Phosphatversuche an 
(Fig. I), so sehen wir, da8 die optimale Reaktion bei allen Ver- 
suchen hei etwa py=6,10 liegt. Die elektrometrischen Be- 
stimmungen wurden bei 18° ausgefiihrt. Eine Phosphatlosung, 
sehr in der Nahe dieser optimalen, wurde auch bei 37° gemessen. 


10 cem Phosphorsiure, 14,5 cem NaOH, 225,5 ccm Wasser 
bei 18° im Mittel py—=6,03 bei 37° py=5,929 
in reinem Wasser py=7,070 in reinem Wasser py=6,796. 
Also kénnen wir die optimale Reaktion bei 37° auf 
py = 6,10—0,101 = 6,00 setzen. 
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Fig. II. 
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Aus Figur II sehen wir, da die optimale Reaktion in 
den konzentrierteren Citratl6sungen bei py—6,83, in den ver- 
diinnteren Citratlésungen (Kurve IX) bei py=6,55 liegt. Da 
diese py bei 18° bestimmt wurden, so wurde auch hier eine 
Citratlosung, sehr in der Nahe der optimalen (mit 10cem Citrat- 
ldsung) bei 37° gemessen. 

Citratlbsung: 10 cem Citratlésung, 21,3 ccm NaOH, 
218,7 ccm Wasser 

bei 18°, pH=6,73 bei 37°, py—6,765. 

Die optimale py in den konzentrierteren Citratldsungen 
ist also bei 37° py=6,86, in den verdiinnteren also wahr- 
scheinlich bei etwa py=6,58. 

Das Optimum ist in den Citratlosungen bedeutend nach 
der neutralen Seite verschoben. Dies mufi einem spezifischen 
Einfluf des Citrats zugeschrieben werden, weil bei verdiinn- 
teren Citratmischungen die optimale Reaktion sich derjenigen 
der Phosphatversuche nihert. Weiter hemmen die Citratlé- 
sungen die Ptyalinwirkung, wie z. B. daraus hervorgeht, dab 
in Versuchsreihe VIII das déuferst aktive Enzym R. unverdiinnt 
nicht sehr viel héhere «Bertrand»-Zalen gab als in Versuchs- 
reihe 6 mit 3 Volumina Wasser verdiinnt. Die Hemmung 
scheint an der Seite der kleineren py; etwas gro§er als an der 
anderen Seite zu sein, daher die Verschiebung des Optimums. 
Die Hemmung geht aus folgendem Versuch deutlich hervor: 


Versuch 11: Enzym R. mit 1 Vol. Wasser verdinnt. 
Digestionsdauer 20 Minuten. 

a) 50 cem Wasser, 200 ccm Amylum, 2 ccm Enzym, 
«Bertrand» 318,20 mg Cu. Die elektrometrische py-Be- 
stimmung war hier nicht méglich, die Reaktion war aber gegen 
Lackmuspapier ganz neutral, also py (18°) etwa 7,07. 

b) 10cem Phosphorsiure, 20,6ccm NaOH, 19,4ccm H,0, 
200 cem Amylum, 2ccm Enzym; «Bertrand» 245,05 mg Cu. 
Reaktion (aus der Phosphatkurve bestimmt) py==7,07 (18°). 

c) wie b, aber 16,25 cem NaOH nnd 23,75 ccm _ H,O, 
«Bertrand» 425,15 mg Cu, py=6,50 (18°). 
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d) 10 ccm Citrat, 19,55 ecm NaOH, 20,45 ccm H,O, 
2ccm Enzym, 200 ccm Amylum. «Bertrand» 221,55 mg Cu, 
pH= 6,468 (18°). 

Aus diesem Versuch geht hervor, dafi bei neutraler Re- 
aktion die Phosphatmischung deutlich hemmt, die Reduktion 
sinkt von 318 bis auf 245 mg Cu. Weiter sieht man aber, 
daB bei einer Reaktion py=6,5!) die Citratmischung im Ver- 
gleich mit der Phosphatmischung sehr stark hemmt, die Kupfer- 
zahl sinkt auf etwa die Halfte. Also die Phosphatmischungen 
hemmen die Enzymwirkung (wie auch aus Versuchsreihe 6 
hervorgeht, in der die Kupferzahlen in den verdiinnteren 
Phosphatlosungen hoher sind als in den konzentrierteren), aber 
die Citratmischungen hemmen weit starker. 
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Fig. II. 


Aus der Versuchsreihe mit Acetatmischungen (siehe 
Fig. Ill) sehen wir, daf hier die optimale Reaktion bei py = 6,1 
(18°) liegt. Bei 37° wurde hier fiir py=6,028 gefunden. Das 
ist also dieselbe Reaktion als bei den Phosphatmischungen. 





*) Neutrale Reaktion laft sich mit Citratlésungen schwierig her- 
stellen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXXII. 33 
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Hieraus kOnnen wir vermuten, dafi beide Mischungen die Enzym- 
wirkung in der namlichen Weise beeinflussen. Folgender Ver- 
such 12 bestatigt diese Vermutung: (Enzym R. mit 1 Vol. Wasser 
verdiinnt). 

a) 10ccm Acetat, 5cem Essigséure, 35ccm H,O, 200ccm 
Amylum, 2ccm Enzym: «Bertrand» 489,20mg Cu, py—5,886. 

b) 10 cem Phosphorséure, 14 ccm NaOH, 26 ccm H,O, 
200 ccm Amylum, 2ccm Enzym: «Bertrand» 483,50 mg Cu, 
PH=5),886. 

Wir sehen also, daf bei der gleichen Reaktion py—5,886 
Phosphat- und Acetatmischung die Enzymwirkung in ganz der- 
selben Weise beeinflussen. Wie wir oben sahen, hemmt die 
Phosphatmischung, also muff die Acetatmischung in derselben 
Weise hemmen. 

Fassen wir die bisherigen Resultate zusammen, so kénnen 
wir sagen, dab die diastatische Wirkung des Ptyalins stark 
von der Wasserstoffionenkonzentration abhingig ist. Phospat- 
mischungen und Mischungen von Acetat und Essigsaure tiben 
einen hemmenden Einflu{B aus; in diesen Mischungen ist die 
optimale Reaktion durch py=6,00 gegeben (37°). Aus den 
Kurven kénnen wir schlieBen, dafi bei Reaktionen, gegeben durch 
Py = 4,5 und7,5 die, diastatische Wirkung nahezu unterdriickt ist. 

Citratmischungen hemmen noch weit starker; in den sau- 
reren LOdsungen scheint die Hemmung am groOfbten zu sein. 
Daher ist die Lage des Optimums von der Konzentration der 
Lésung an Citrat abhingig; im Vergleich mit der Lage in den 
Phosphat- oder Acetatmischungen ist das Optimum betriichtlich 
nach der neutralen Seite verschoben, was aus der starkeren 
Hemmung in den saureren LOsungen erklarlich ist. 

Wir haben beim Ptyalin also einen dhnlichen EinfluB der 
Reaktion auf die Enzymwirkung gefunden, wie Sérensen “und 
auch Michaelis mit seinen Mitarbeitern bei anderen Enzymen 
als Pepsin und Invertin beobachteten. ') 

Wir haben uns dann die Frage gestellt, ob man die 
hemmende Wirkung gréferer Wasserstoffionenkonzentrationen 


!) Sérensen, l.c.,, Michaelis, Biochem. Zeitschr., Bd. 35, S. 386; 
Bd. 36, S. 280. 
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einer Schadigung des Enzyms zuschreiben mu. Man konnte 
sich naémlich vorstellen, da im allgemeinen H-lonen begiin- 
stigend wirken, dafi aber bei gréferen Aciditéten das Enzym 
geschadigt wird und daher die Kurve der Enzymwirkung wieder 
absteigen mub. 

Folgender Versuch zeigt aber, dafi wenigstens in der 
Zeit unserer Versuche (alle oben beschriebenen Versuche 
wurden mit einer Digestionszeit von 20 Minuten angestellt) 
von Schédigung nicht gut die Rede sein kann. 


Versuchsreihe 13. 


Folgende Phosphatmischung wurde hergestellt : 

10ccm Phosphorsaure, 13ccm Natronlauge, 27 ccm Wasser. 

Dann wurden 25 ccm Enzym R. mit 25 ccm Wasser ver- 
diinnt, dieses verdiinnte Enzym wurde dann zur Phosphat- 
mischung gefiigt und sofort 2ccm zu einer Amylum-Phosphat- 
mischung gegeben zur Bestimmung der Aktivitét des Enzyms. 
Die Enzym-Phosphatmischung wurde dann im Thermostaten bei 
37° gehalten und von Zeit zu Zeit 2ccm zu einem Digestions- 
versuch herausgenommen. Den Amylum-Phosphatlésungen 
wurde die aus den Phosphatversuchen gefundene optimale Re- 
aktion gegeben und 20 Minuten digeriert. In die Kolben fiir 
die Digestionsversuche kamen: 

10 ccm Phosphorsaure, 14,5ccm Natronlauge, 25,5 ccm 
Wasser, sodann 200 ccm Amylum. Sie wurden vorgewarmt 
und wie immer etwa eine halbe Stunde auf 37° erhalten, be- 
vor das Enzym zugegeben wurde. py der Enzymmischung 
5,002. (18°). 

Versuchsreihe 13. Digestionsdauer 20 Minuten. 
a 


| | 
| 


‘Zeit der Erwarmung (39°) | | | py der 





Nr. | | der Enzymmischung \« Bertrand>| Drehung | digerierten 

| Minuten | mg Cu | Minuten | Lésungen 
1 | 0 177,55 | 1943 6,06 
2 | 8.75 179.10 | — = 
3 16,75 179,10 | 193,00 | 6,00 
4 | 41,75 17910 — | ~ 
5 | 88.75 17910 | 1930 | 6,075 
6 | 178,75 | 18160 {| — | — 
, I 268,75 179,10 193.0 | 5,975 


. 33* 
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Wir haben dann bei gréferer Aciditaét noch eine Ver- 
suchsreihe angestellt. 


Versuchsreihe 14. 


Enzymmischung: 10 ccm Phosphorsiure, 12 ccm Natron- 
lauge, 28ccm Wasser. Hierzu kamen 25 ccm Enzym R. mit 
25ccm Wasser verdiinnt. : 

Die Amylumlésungen enthielten alle wieder 10 ccm Phos- 
phorsiure, 14,5ccm Natronlauge, 25,5ccm Wasser und 200 ccm 
Amylum, 20 Minuten digeriert. 

py der Enzymmischung 4,095. 




















| Zeit der Erwarmung (37)° | Py der 
Nr. | der Enzymmischung «Bertrand >) Drehung digerierten 
| Minuten mg Cu Minuten | Losungen 
1 0 155,00 201,0 5,98 
2 18 | 147,85 | 201,7 6,04 
8 47,5 139,70 | 199,0 6,02 
Neue Enzymmischung aus dem- | 
selben Enzym R. hergestellt | 
4 0 162,25 | 199,38 6,03 
5 | 138 113,10 | 2015 6.08 
6 373 5630 | 203 «| «608 


Aus diesen Versuchen sehen wir, dafSi in den Enzym- 
Phosphatmischungen, in welchen das Enzym_ viermal ver- 
diinnt ist, bei 37° bei einem py=5,5 keine merkliche Schi- 
digung des Enzyms stattfindet, dagegen bei einem py=4,1 wird 
das Enzym allmiéhlich geschadet. 

Da aber alle im vorigen beschriebenen Versuche bei 
einer Digestionsdauer von 20 Minuten angestellt wurden, und 
in dieser kurzen Zeit die Schadigung sehr gering ist, kann 
man die absteigenden Aste der Kurven in Fig. I, II und III 
an der Seite der kleineren py nicht der Schadigung des Enzyms 
zuschreiben. 

Wir haben sodann die mégliche Schidigung des Enzyms 
nach der anderen Seite, also bei gréfSerem py, studiert. 
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Versuchsreihe 15. 

Enzymmischung: 10 ccm Phosphorsiéure, 27 ccm Natron- 
lauge, 13ccm Wasser. Hierzu kamen 25 ccm Enzym R. mit 
25 ccm Wasser verdiinnt. 

Die Amylummischungen enthielten alle wieder 10 ccm 
Phosphorsdure, 14,5 ccm Natronlauge, 25,5 ccm Wasser und 
200 ccm Amylum. 

py der Enzymmischung: 8,718 (18°). 


Digestionsdauer 20 Minuten. 




















Zeit der Erwirmung der | | | Py der 

Nr Enzymmischung auf 37° |* nici Hrehung digerierten 

Minuten mg Cu | Minuten | Losungen 
; | 0 142,20 = ai 
2 | 29,5 | 147,35 | — 6,02 
3 | 55,5 | 147,85 ine - 
4 | 103,5 147,35 - | om 

5 | 255,0 140,70 | — | 

6 380.5 134,55 | — | -~ 





Also auch bei einem py=8,72 ist die Schadigung noch 
sehr gering und ist nur nach mehreren Stunden etwas merk- 
lich. Wir sehen also, dafi in dem Reaktionsgebiet der im 
vorigen beschriebenen Versuche bei einer Digestionszeit von 
20 Minuten die Schiidigung keine Rolle spielen kann. Dazu 
kommt noch, dafi bei diesen Versuchen (py etwa zwischen 
4,5 und 7,5) das Enzym mit Substrat in der Losung sich be- 
fand, also gegen Schiadigungen wahrscheinlich noch mehr ge- 
schiitzt war. 

Es war also wahrscheinlich, dai auch bei langerer Di- 
gestionszeit die Lage der Reaktion der optimalen Enzymwirkung 
sich nicht merklich verschieben sollte. Folgende Versuchsreihe 
bestatigt diese Vermutung. 


Versuchsreihe 16. 


Durch Vorversuche wurde ermittelt, wieviel das Enzym R. 
verdiinnt werden mufte. um bei einer viel langeren Digestions- 
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zeit von 100 Minuten die Digestion auf eine giinstige, nicht 
zu grofbe Hohe zu bringen. 
Es zeigt sich, dafi dazu das Enzym R. mit etwa 7 Vol. 
Wasser verdiinnt werden mubte. 
16. Versuchsreihe. Enzym R. mit 7 Volumen Wasser verdiinnt, 
Py in den digerierten Lésungen bestimmt. 
Digestionsdauer 100 Minuten. 
Phosphor- | Amy-) En- | Dre- | 

















Nr.| saure NaOH H,0 > pag ae, J<Bertrands rid Jodreaktion | py 

| | | . ‘nuten | | 

ecm ccm |ccm|}cem jcem; mg Cu | | 
1} 10 | 13 | 27 i 2 “Reauition tbe blau 4,31 
2; 10 = 13,5 | 26,5, 200, 2 | 162,70 (196 blau, Spur violet 5,48 
3| 10 | 14 | 26 | 200 2 | 213,90 193.5 violet, Spur blau 5,80 
(} 10 14,5 | 25,5 200, 2 | 216,40 198,5 violett, Spur blau 6,10 
5} 10 15,5 | 24.5 200, 2 | 198,50 195 | blauviolett 6,34 
6} 10 17 23 200) 2 = 149,40 198 bi au, Spur violett 6,64 
7! 10 20 | 20 200! 2 77.25 200 blau 6,99 


Hieraus geht hervor, daf die optimale Reaktion nur un- 
wesentlich sich geiandert hat, vielleicht ist die Lage des Op- 
timums ein wenig nach der sauren Seite hin verschoben, aber 
die GréBe der Verschiebung fallt ganz innerhalb der Ver- 
suchsfehler. 

Zuniachst soll jetzt der Einflu8 der Ladung des Enzyms 
auf seine Wirkung studiert, also die Lage des isoelektrischen 
Punktes bestimmt werden. 


Zusammenfassung. 


Die Lage der fiir Ptyalin optimalen Reaktion wurde ‘in 
Phosphat-, Citrat- und Acetatmischungen bestimmt. 

In Phosphat- sowie in Acetatmischungen wurde bei einer 
Digestionszeit von 20 Minuten und bei 37° hierfiir py—=6,00 
gefunden. In Citratlésungen zeigte sich die Lage der optimalen 
Reaktion von der Konzentration des Puffersystems abhingig. 
In Vergleich mit den genannten Regulatorgemischen war in 
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Citratgemischen die optimale Reaktion nach der neutralen 
Seite hin verschoben. 

Phosphatgemische und Acetatgemische hemmen die Ptyalin- 
wirkung in gleicher Weise, Citratl6sungen hemmen weit stirker, 
zumal die Hemmung hier bei den kleineren py stark ist. 

Bei den verwendeten Reaktionen (etwa zwischen 4,5 und 
7,9) ist von einer Schadigung des Enzyms innerhalb der Di- 
gestionszeit (20 Minuten) nicht die Rede. 

Es zeigte sich, dafi bei fiinfmal laingerer Digestionszeit 
(100 Minuten) die Lage der optimalen Reaktion in Phosphat- 
mischungen sich nicht wesentlich verschoben hatte. 








Zur Abwehr. 
Erwiderung an E. Grafe. 


Von 
Ludwig Pincussohn. 


Der Redaktion zugegangen am 12. November 1912.) 


Zu meinem Bedauern sehe ich infolge eines Zufalls erst heute den 
Angriff Grafes (Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 501) gegen mich. Als ich 
die von Grafe zitierte Abhandlung niederschrieb, kam mir garnicht der 
Gedanke, darauf irgendwelche Prioritétsanspriiche begriinden zu wollen. 
Ich sehe aber, dafi Grafe trotz seiner Ironisierung meiner Bemerkung 
iiber «sehr deutliche Anzeichen fiir Eiweifsbildung aus anorganischem 
Stickstoff> meine Angaben fiir wichtig genug halt, um sich ihnen gegen- 
iiber die Prioritaét in dieser Frage zu wahren. Unter diesen Umstinden 
halte ich es doch fiir angebracht, Grafe gegentiber darauf hinzuweisen, 
daf’ meine vorlaufigen Angaben mit Grafes erster Mitteilung im Natur- 
historisch-medizinischen Verein Heidelberg im Januar 1912 zeitlich nicht 
zusammenfallen, sondern bereits ein halbes Jahr vor diesem Vortrag 
erschienen sind, wovon Grafe sich durch Einsehen der Originalliteratur 
miihelos hatte iiberzeugen kénnen. («Uber Ernahrung mit tiefabgebautem 
Kiweifi>. Ergebnisse der wissenschaftlichen Medizin, 1911, S. 302.) 
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Soeben erschien: 


Chemie der Fette 


vom physiologisch-chemischen 
Standpunkte. 


Von 


Prof. Dr. Adolf Jolles, 


in Wien. 





Zweite vermehrte und verbesserte Auflage, 





8°, VII, 148 Seiten. Geheftet  4.—, in Leinwand geb. @ 4.50. 


«Der Verfasser hat sich zur Aufgabe gestellt, die Ergebnisse der 
rein chemischen und der physiologisch-chemischen Forschung auf dem 
Gebiete der Fette in knapper Form darzustellen. Die erste Hialfte des 
Buches ist eine kurze Chemie der Fette und fettihnlichen Stoffe, fort- 
gefiihrt bis Dezember 1911. Dementsprechend hat dieser Teil gegeniiber 
der I. Auflage eine bedeutende Erweiterung erfahren, denn es wurde einer- 
seits den Fortschritten in der Synthese der Fettsdureglyceride Rechnung 
getragen, anderseits wurden die Wachsarten und Lipoide aufge- 
nommen. Die Gruppe des jetzt so viel genannten Lecithins erscheint 
besonders eingehend behandelt. 

Hierbei tritt aber das Bestreben des Verfassers hervor, eine kurze 
und kritische Zusammenfassung des Tatsachenmaterials zu liefern. 

In gleicher knapper Form unterrichtet uns der 2. Teil tiber die 
Verteilung des Fettes im Kérper, tiber die Resorption und den Aufbau 
der Fette, ttber ihre Verdaulichkeit, tiber die Entstehung von Kérperfett 
aus fettfreien Nahrungsstoffen und tiber die Verwandlung von Fett in 
Kohlehydrate. 

In ausfiihrlichen Tabellen tiber Fettséiuren, Glyceride, Wachsarten 
und die Cholesteringruppe sind schlieflich Formeln, physikalische Kon- 
stanten und Literaturhinweise duferst sorgfilltig und iibersichtlich zu- 
sammengestellt. So wird das Buch auch dem wissenschaftlich tatigen 
Chemiker und Physiologen zweifellos gute Dienste leisten. Sein Gebrauch 
wird durch ein Sach- und Autorenregister erleichtert.» 


Osterreichische Chemiker- Zeitung, 1912, Nr. 20. 
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_ Physikalisch-Chemische 
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Dr. Chem. et Med. H. J. HAMBURGER 


Professor der Physiologie an der Reichsuniversitat Groningen 
Mit 4 Abbildungen im Text. 
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Aus dem Vorwort: 


Diese Schrift hat den Zweck, den grofen Wert der 
Phagozyten als Objekt fiir quantitative zellenbiologische 
Studien an einigen Beispielen klar zulegen und andere Fach- 
genossen zur Mitarbeit anzuregen. Und dabei denke ich nicht 
nur an Physiologen, sondern auch an die Vertreter der all- 
gemeinen Pathologie, der Pharmakologie, der Balneologie, 
der Chirurgie und der inneren Medizin. Denn auch diese 
werden aus vorliegender Schrift ersehen, auf wie viel be- 
kannte Tatsachen ihres Gebiets neues Licht fallt, und wie 
viele Fragen und Augenblicke sich in ihren Disziplinen wie 
von selbst eréffnet haben. Es 1laf{t sich erwarten, dafi jeder 
auf seinem Gebiet Sachverstandige, besser als ich, neue und 
zweifellos wichtigere Fragen wird streifen kénnen. 


I. Methodik. 
II. Wasserzusatz. 
III. Wasserentziehung. 
IV. In welcher Weise wirken anisotonische Lisungen hemmend 


auf die Phagozytose, in negativ inotroper oder chronotroper? 
V. Ist eine reine NaCl-Lisung ein Gift fiir die Phagozyten? 
VI. Einflu8 von Anionen, speziell von Halogenionen auf die 
Phagozytose. | 
VII. Anderweitige Anionen. 
VIII. Verschiedenartige Kationen. 
IX. Weiteres tiber Calcium. 
X. Einflu6 anderweitiger Substanzen auf die Phagozytose. 
XI. Einfin6 von Jodoform auf die Phagozytose. 

XII. Einflu6 anderer lipoidléslicher Substanzen auf die Phagozytose. 
XIII. Inwieweit offenbaren sich die sub XI und XII an Phagozyten 
beobachteten Erscheinungen auch bei anderen Zellen. 

XIV. Experimente iiber die Rolle des Teilungsgesetzes. 

XV. Die giinstige Wirkung von Calcium bei Schidigung von 
Zellen durch Chloroform. 

XVI. Riickblick. 


@es" Mit einer Beilage der Verlagsbuchhandlung Gebriider Born- 
traeger in Berlin betreffend «G. Trier, Uber einfache Pflanzen- 
basen und ihre Beziehungen zum Aufbau der Eiweibstoffe 


und Lecithine>. 
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